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Quellungsminimum und isoelektrischer Punkt des Fibrins. 


Von 


H. J. Vonk. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir vergleichende Physiologie der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1931.) 


In einer vorigen Arbeit!) fiihrten wir aus, daB das Optimum 
der Wirkung von Trypsin auf verschiedene Substrate nicht 
iiubereinstimmt mit der in letzter Zeit vielfach bestimmten Reak- 
tion des Darminhaltes. Fiir das gut untersuchte Substrat Fibrin 
suchten wir nach Faktoren, welche bei relativ ungiinstigem pu 
die Wirkung des Enzymes beschleunigen koénnten. Wir fanden 
erstens, daB der Umstand, ob das Verdauungsgemisch in Bewegung 
ist oder nicht, einen groBen Unterschied in der VerdauungsgréBe 
hedingt. Dieser Faktor ist so bedeutend, daB seine Wirkung bei 
miBiger Bewegung imstande ist, den Unterschied der Wirkung 
zwischen px 8 und pu 6 zu kompensieren. ZAweitens fanden wir, 
daB ein polyvalentes Anion (geliefert von Kaliumferroeyanid) und 
ein organisches Anion (das Taurocholation), sowie Galle imstande 
sind bei px 6,2 die Wirkung des Trypsins erheblich zu erhdéhen 
und also die geringere Wirkung bei diesem pu im Vergleich zum 
optimalen (px 8) zu kompensieren. Der erste Faktor ist allgemeiner 
Art: er wird bei jedem pu die Wirkung erhdhen. Hr wird uns 
hier nicht weiter beschéitigen. 

Der zweite Faktor ist spezifischer Art: er wird nur dort [tin- 
fluB haben, wo die polyvalenten Anionen oder stark adsorbierbare 
organische Anionen die positive Ladung des KiweiBes verringern 
oder die negative erhéhen kénnen. Er wird sich also geltend 
machen an der sauren Seite des isoelektrischen Punktes des Sub- 





1) H. J. Vonk u. H. P. Wolvekamp, Diese Z. 182, 175 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVII, l4 
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strates und vielleicht in emem beschrinkten Gebiete von pux- 
Werten gleich oberhalb dieses Punktes. Tatséchlich fanden wir 
denn auch, daB bei pu 8 diese Aktivation nicht mehr stattfindet, 
sogar eine Hemmung wahrscheinlich wird. Bei der theoretischen 
Deutung dieser Erscheinungen nahmen wir an, daB der isoelektri- 
sche Punkt des Fibrins bei pu 7,2 lige nach den Untersuchungen 
von I. M. Kugelmass.?) 

Diese Erscheinungen sind erstens von kolloidchemischem, 
zweitens von biologischem Gesichtspunkte interessant. Von 
letzterem Gesichtspunkte aus lag es nahe zu untersuchen, ob die- 
selben Aktivationserscheinungen auftreten wirden, wenn man 
statt des Fibrins ein mehr natiirliches Substrat verwendet. Hierzu 
wahlten wir getrocknetes und gepulvertes Fleisch, das auf eine 
bestimmte KornergréBe gesiebt wurde. Diese Versuche hoffen 
wir in nichster Zeit zu verdffentlichen. Soweit untersucht, treten 
tatsaichlich hier dieselben Erscheinungen auf. Dieses Substrat ist 
kein einheitlicher Stoff; von einem isoelektrischen Punkte wird 
man da nicht sprechen kénnen. Doch wollten wir sehen, ob die 
(Juellung des Fleisches im gleichen Sinne durch Zusatz der be- 
nutzten Stoffe beeinfluBt wurde, wie die Wirkung des Enzymes. 
[Die Arbeiten Ringers?) haben fiir hohe und niedrige pu-Werte 
einen derartigen Zusammenhang fiir die Wirkung von Pepsin und 
Trypsin auf Fibrin ergeben.] Hierzu war es notwendig, zuerst das 
(Juellungsminimum des Fleisches zu bestimmen. Es zeigte sich da- 
bei, daB sich die Lage dieses Minimums sehr stark anderte, abhingigz 
von dem Puffergemisch, das benutzt wurde. Da bei den Versuchen 
der vorigen Abhandlung’) die pu von 6,2 durch eine Phosphat- 
mischung konstant gehalten wurde, so war es fir die Deutung dieser 
Versuche wichtig, zu prifen, ob beim Gebrauch dieser Mischungen 
das Quellungsminimum des Fibrins iibereinstimmt mit dem von 
Kugelmass gefundenen isoelektrischen Punkte (px 7,2), oder ob 
auch hier dieses Minimum sich verschieben wirde beim Gebrauch 
verschiedener Puffermischungen. Kugelmass!) gibt an, daB er 
fir die Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Bluteiwei8- 
stoffe die Methoden des Tribungsmaximums, Flockungsmaximums 
und des Minimums der Fiarbung durch saure und basische Farb- 
stoffe verwendet hat. Fir das Fibrin hat er auch die Quellungs- 


1) C. R. Soc. Biol. $7, 802 (1922). Arch. int. physiol. 21, 139 (1923). 

2) Diese Z. 95, 195 (1915); Kolloid Z. 19, 253 (1916); Arch. néerl. physiol. 
2, 571 (1918); 3, 349 (1919); Diese Z. 116, 107 (1921); 124, 171 (1923). 

°) A. a. O., 8. 201. 
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methode nebst der Firbungsmethode benutzt. Die letzte Methode 
scheint mir nicht ganz ohne Bedenken. 

Die Methode der Quellung und der Aufnahme von Kat- 
oder Anionen an verschiedenen Seiten sind bei einem unldslichen 
EiweiB, wie das Fibrin, nach meinem Wissen die einzigen, welche 
fur die Bestimmung des isoelektrischen Punktes in Frage kommen 
kénnen. Man hat keine Moglichkeit, sie durch andere Methoden 
zu kontrollieren.t) Ks ist tberhaupt fraglich, ob man hier von 
einem isoelektrischen Punkte sprechen kann, da dieser Begriff ja 
fiir lésliche oder wenigstens kolloidal lésliche Ampholyten aut- 
vestellt wurde. Vorlaéufig spreche ich lieber von einem Quellungs- 
minimum und komme in der Diskussion auf diese theoretische 
Frage kurz zuriick. 


Bevor ich die Resultate der Versuche mitteile, méchte ich kurz die 
wichtigsten Arbeiten erwahnen, welche iiber die Quellung von Fibrin aus- 
vefihrt wurden. Diese Erscheinung wurde u. a. untersucht von Fischer?®), 
velegentlich seiner Studien tiber das Odem. Bei diesen Versuchen wurden 
noch keine pq-Bestimmungen ausgefiihrt. Er fand, daB Fibrin mehr quillt 
in Sauren und Alkalien als in Wasser und daB die Quellung zunimmt mit der 
Konzentration dieser Elektrolyte. Bei starken Sauren und Basen wurde ein 
Maximum erreicht. In aquimolekularen Lésungen ist die Quellung starker 
in HCI als in HNO, und sehr schwach in H,SO,. Er erkannte also den Ein- 
flu8 der Anionen in Lésungen, welche nach modernen Begriffen ungefahr 
gleiche Wasserstoffionenkonzentration gehabt haben werden. Auch nahm er 
wahr, daB alle Salze die Quellung herabsetzen kénnen. 


Katz*) studierte bei seinen Untersuchungen iiber die Quellungsgesetze 
die Quellung von Fibrin in waBGriger Lésung. Es ergab sich dabei, daB das 
Fibrin in bezug auf die Wasserdampfspannung als Funktion vom Quellungs- 
grade bestimmt, sich verhalt wie die anderen untersuchten elastisch quellenden 
Korper. 

Ringer‘) untersuchte die Abhangigkeit der Lage des Optimums fiir 
Pepsin- und Trypsinwirkung im Zusammenhang mit dem Quellungszustande 
des Substrates. Er findet verschiedene Quellungsmaxima in verschiedenen 
Sauren. Bei gleichem pg ist fiir die Sauren die férdernde Wirkung fiir Milch- 
sure > Salzsiure = Phosphorsiaure > Citronensaéure > Oxalsdiure > Schwefelsaure. 





1) Es kénnte auch noch die Methode in Frage kommen, wobei man dev - 
jenigen py aufsucht, welcher durch Zusatz des EiweiBes nicht geandert wird. 
Dies kann nur im isoelektrischen Punkt der Fall sein. Viel benutzt wurde 
diese von Michaelis [Biochem. Z. 47, 250 (1912)] angegebene Methode noch 
nicht. Ich habe sie bis jetzt noch nicht verwendet. 

*) M. H. Fischer, Oedema, New York 1910; M. H. Fischer u. 
(, Moore, Am. J. Physiol. 20, 313 (1907); Pfliigers Arch. 125, 99 (1908). 

*) Kolloidchem. Beih. 9, 1 (1910). 

4) Zitiert auf S. 202. 

14* 
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Salze setzen die Quellung herab. Die herabsetzende Wirkung ist fiir Sulfat > 
Rhodanat > Nitrat > Chlorat > Chlorid 5 Acetat > Citrat. Die Wirkung von 
Pepsin und Trypsin ist weitgehend abhangig von dem Quellungszustande des 
Substrats. Substanzen, welche die Quellung beeinflussen, beeinflussen die 
Pepsin- und Trypsinwirkung in gleichartiger Weise. So wurde die Quellung 
des Fibrins von gallensauren Salzen bei py etwa 3 stark herabgesetzt und 
ebenso die Pepsinwirkung (dasselbe gilt ftir den KinfluB von K,FeCN, auf die 
Viscositat von Serumalbumin und Pepsinwirkung). Die Quellungsminima fiir 
das Fibrin wurden aber nicht bestimmt, da fiir beide Fermente die Optima 
bei cinem py weit unter bzw. tiber diesem Minimum lagen. 

Kugelmass!’) gibt an, den isoelektrischen Punkt des Fibrins bei pg 7,2 
yvefunden zu haben mittels der Methode von Farbung durch alkalische und 
saure Farbstoffe (Fuchsin bzw. Eosin) und mittels der Quellungsmethode. 
Leider werden keine Zahlen angegeben fiir die Quellung. Er hat Puffer- 
gemische benutzt, aber welche wird nicht erwahnt. Wie wir spater sehen 
werden, hat es einen sehr groBen KinfluB, welche Puffergemische man ver- 
wendet. Die Methode der Bindung von sauren und basischen Farbstoffen 
(allyemeiner von Kat- und Anionen) wurde von Loeb*) angegeben. An der 
sauren Seite des isoelektrischen Punktes sollen nur negative, an der alkali- 
schen nur positive Ionen gebunden werden kénnen. Leider haben aber dic 
Stoffe, welche man zu der Untersuchung verwendet, selbst einen Einflul3 
auf die Ladung des EiweifBes, wie sich seitdem herausgestellt hat, da diese 
Stoffe stark adsorbierbar sind. Man kann also, wenn man in der Weise einen 
isoelektrischen Punkt findet, dies nur gelten lassen als einen isoelektrischen 
Punkt bei Anwesenheit dieses bestimmten Ions und nicht als einen isoelek- 
trischen Punkt in der gew6hnlichen Bedeutung. 


So viel mir bekannt ist, wurde die Bestimmung des isoelektri- 
schen Punktes seit Kugelmass’ Arbeiten nicht wiederholt und 
da wir bei der Bestimmung des Quellungsminimums von Rind- 
fleisch eine grobe Abhangigkeit in der Lage dieses Minimums 
von der Art des gebrauchten Puffergemisches beobachteten, 
schien es erwiinseht, diese Bestimmungen fiir das Fibrin zu wieder- 
holen. 


Methodik. 


Das Fibrin wurde in der tiblichen Weise aus Pferde- oder Rinderblut 
hergestellt. Es wurde sorgfaltig gewaschen, getrocknet, pulverisiert und 
mittels Sieben auf eine bestimmte KoérnergréBe gebracht. Die Quellungs- 
versuche wurden in kalibrierten Réhrchen ausgefiihrt, worin 250 mg des 
Fibrins und 10 ccm der betreffenden Pufferlésung gebracht wurden. Das 
Volum des Fibrins konnte nach einer bestimmten Zeit direkt abgelesen werden. 
Die Fliissigkeit wurde dann filtriert und im Filtrat die Wasserstoffionen- 
konzentration elektrometrisch bestimmt. Bei einigen Versuchen mit kleine: 
Konzentrationen an Salzsiure und Natronlauge, wo die Fliissigkeit also 
schlecht gepuffert war, wurden die elektrometrischen Bestimmungen kon- 


1) Ava. O., S. 202. 
2) J. Loeb, Die EiweiBkorper, Berlin 1924, S. 32—36. 
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trolliert durch kolorimetrische Bestimmung mit neutralisierten Indicatoren. 
Die meisten Versuchsreihen wurden in einem Thermostaten bei 25° vor- 


genommen. 
Als Puffermischungen wurden verwendet: Kaliumbiphthalat mit HC! 


und NaOH, Essigsiure mit Natriumacetat, Phosphatmischungen, Citrat mit 
Salzsiure und Glykokoll mit HCl und NaOH. Es sind dies Puffergemische, 
wie sie vielfach bei Verdauungsversuchen benutzt werden und als Konzentra- 
tion wurde diejenige gewahlt, die bei solechen Versuchen vielfach eingehalten 
wird, so daB die Resultate der Versuche direkt fiir die Interpretation von Ver- 
dauungsversuchen verwendbar sind. 


Versuchsresultate. 

Die Figg. 2—8 geben die Resultate der ausgefiihrten Ver- 
suche wieder. Die px- Werte sind als Abszisse, die Quellungshéhen 
als Ordinate eingetragen worden.!) Aus diesen Figuren ist zu sehen, 
daB die verschiedenen Parallelversuche meistens eine sehr gute 
Ubereinstimmung untereinander und zugleich ein deutlich aus- 
gesprochenes Minimum aufweisen. Nur bei den Versuchen von 
Fig. 6 tritt kein deutliches Minimum, sondern eine minimale Zone 
auf. Die Zahlenunterschiede in dieser Zone fallen innerhalb der 
Fehlergrenze. Der folgende Versuch wurde angesetzt, um einen 
Mindruck iiber die GréBe der Versuchsfehler zu erhalten (1 Stunde, 
25°, 250 mg Fibrin). 


0,125 cem NaOH 9,875 com H,O Quellungshéhe 1,83 px 7,10 
0,125 cem NaOH 9,875 cem H,O = 1,86 pu 7,10 
0,125 cem NaOH 9,875 cem H,O - 1,85 px 7,10 
0.25 eem HCl 9,75 cem H,O a 1,74 pu 6,45 
0.25 ecem HCl 9,75 cem H,O “i 1,73 pu 6,45 
0.25 cem HCl 9,75 ccm H,O = 1,77 pu 6,45 


Hieraus ist ersichtlich, daB die Quellungshdéhen eine gute 
Ubereinstimmung zeigen, daB aber innerhalb der Minimalzone von 
hig.6 aus den Schwankungen keine Schliisse gezogen werden kénnen. 
Auch die pu-Bestimmungen dieser Figur zeigen in der Minimal- 
zone Schwankungen, welche vielleicht schlechter Pufferung dieser 
Losungen zuzuschreiben sind (Auswaschen von CO, wird hier Kin- 
fluB haben). Es wurden dann diese Versuche wiederholt und der 
pu diesmal mittels nentralisierter Indicatoren bestimmt?) (lig. 7). 


ee 


") In den Versuchen und Figuren sind die Quellungshéhen korrigiert 
fiir den Durchmesser der Réhrchen angegeben. Diese GréBen sind natiirlich 
dem Quellungsvolum proportional. 

*) I. Kolthoff, Der Gebrauch von Farbenindicateren, 3. Aufl., Berlin 
1926, S. 73 u. 179. 
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Bei den 2 Versuchen von Fig. 7 war der Verlauf der Linien regel- 
maBiger und besonderslieferten die px- Bestimmungen in der Minimal- 
zone Werte, die sich besser aneinander anschlossen und deren Ver- 
lauf mehr in Ubereinstimmung war mit den Unterschieden in den 
zugesetzten Mengen Salzsdure und Lauge als bei den Experimenten 
von Fig. 6. Ein sehr scharfes Minimum wurde auch hier nicht 
gefunden, in der minimalen Zone verliuft die Kurve weniger 
schréig als eine der anderen erhaltenen, aber der Verlauf ist so 
regelmaBig und die beiden Linien laufen so gut parallel, daB man 
auf ein Minimum bei pa 7,0 schlieBen darf. Denselben Wert 
erhalt man ungefaéhr, wenn man aus den minimalen Zonen der 
Fig. 6 den Mittelwert abschatzt. 


In Fig. 1 sind Reprasentanten der Kurven von allen Ver- 
suchen (mit Weglassung derer von Fig. 6) auf der gleichen Skala 
abgebildet. Die gefundenen Minima und Maxima, soweit sie be- 
stimmt wurden, sind in der folgenden Ubersicht zusammengestellt 
und mit den Werten von Ringer!) verglichen: 





Maximum 











Minimum Maximum ; : 

nach Ringer 
K-Biphthalat, HCl-NaOH 3,7 —~ — 
Ussigsaure-Acetat ... . 5,3 - 2,55 
Phosphatmischung. .. . 5,8 — 1,95 
Citrat-HCl ....... 4,2 1,8 2,2 
Hykokoll-HCl-NaOH . . 6,1 2,8 — 
HCl-NaOH elektrometrisch 7,1 2,05 

(Mittel gesch.) 

HCIl-NaOH_kolorimetrisch 7,0 ~- — 


Aus dieser Zusammenstellung und aus Fig. 1 ist der erhebliche 
KinfluB, den das gebrauchte Puffergemisch auf die Lage des 
Quellungsminimums hat, deutlich ersichtlich. Die starkste Ver- 
schiebung des Minimums hat in Biphthalatlésungen stattgefunden, 
Glykokoll hat den geringsten EinfluB. Ein wenig gréBer ist der 
EinfluB von Phosphatmischungen. 

Aus Fig. 1 ist weiter ersichtlich, daB der Anstieg der Kurven 
nach der sauren Seite unter ungefaihr gleichen Winkeln statt- 
findet. Die Lage der Quellungskurve scheint besonders vom 
Anion abzuhingen, in ihrer Form sind die Kurven einander 


1) Hierbei ist zu beachten, daB Ringer mit den freien Sauren arbeitete 
und nicht mit Puffergemischen. 
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viemlich gleich. Daraus kénnte man schlieBen, daB die Maxima 
an der sauren Seite in gleicher Richtung und im gleichen Mabi- 
stabe verschoben werden wie die Minima. Soweit die Maxima 
bhekannt sind, stimmt das ungefahr. Kine Ausnahme machen die 
Quellungs - 


hoke 











J = 
| 
| 
y 
er 
| °o 
(| eee a ss 
‘ 2 3 A 5 6 7D 8 


Fig. 1. Zusammenstellung der Figg. 2—8 (mit Ausnahme von Fig. 4), auf derselban Skala. 

Abszisse: py, Ordinate: Quellungshobe, Kurve 1: Abhangigkeit der Quellungshéhe vom p,, 

beim Gebrauch von Biphthalatmischungen; Kurve 2: Ebenso in Mischungen von Essigsiure— 

Acetat; Kurve 3: Ebenso fir Phosphatmischungen; Kurve4: Ebenso fir Citrat—HCl; Kurve 5: 

Evenso fir HC] und NaOH (py kolor. bestimmt); Kurve 6: Ebenso fiir HCl, NaOH und Glyko- 
koll. Weitere Erklirung im Text. 


Phosphate, wobei die Kurve weniger steil ansteigt. Bei Gebrauch 
von Phosphorsiure fand Ringer ein Maximum bei pa 1,95. Das 
Maximum wird hier also viel weiter verschoben als das Minimum. 
Sehr wenig steil verlauft auch die Kurve fiir HCl und NaOH im 
Gebiete des Minimums. 

Die Minima liegen fast alle auf der gleichen Hohe. Nur beim 
siphthalat ist die Quellung im Umschlagspunkte der Kurve 
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bedeutend geringer als bei den anderen Mischungen. Nachdem 
ich die Umschlagspunkte festgestellt hatte, wurden die Quellungs- 
hohen fir diese Punkte noechmals unter genau gleichen Umstianden 
verglichen: 











Quellung PH 
Biphthalat- HCl 1,01 3,63 
Kssigsiure-Acetat 1,85 5,3 
Phosphate. ...... 1,82 5,84 
Natriumcitrat-—HC] . 1,62 4,22 
Destilliertes Wasser 1,75 6,90 


Aus diesem Versuche geht nochmals hervor, da’ Biphthalat im iso 
elektrischen Punkte die Quellung stark herabsetzt. Citrat vermindert die 
Quellung etwas. Bei den anderen Salzen ist die Quellung beim isoelek- 
trischen Punkte ungefahr gleich derjenigen in reinem Wasser. 

Es war von Interesse zu wissen, wie das Biecarbonation die 
Lage des isoelektrischen Punktes und die Quellung beeinflussen 
wurde, da durch die Pankreassekretion grobe Mengen Bicarbonat 
in den Darm gebracht werden. Diese Versuche konnten nicht unter 
pu 7 fortgesetzt werden, da es dort zu groBe Schwierigkeiten 
machen wiirde, das Biearbonat in Lésung zu halten. Eine Bi- 
carbonatlésung wurde mittels Salzsiiure auf pu 7 gebracht und die 
Quellung des Fibrins verglichen mit derjenigen in Phosphat- 
Josung und Wasser von pu 7. 











Quellungshéhe PH 
NaHCO, und HC]... . 2,15 6,98 
HO 6.6 amet 1,85 6,95 
Phosphate 2,15 6,90 


Tatsachlich ist auch in Biearbonat wie in Phosphat die Quel- 
lung bei pu 7 hoher als in Wasser und das kénnte darauf hindeuten, 
daB auch das Bicarbonation prinzipiell denselben Einflu® ausibt, 
wie die anderen untersuchten Anionen und es also den isoelektri- 
schen Punkt nach der sauren Seite verschieben wiirde. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen, dab die Lage des isoelektri- 
schen Punktes vom Fibrin, falls dieser — was wahrscheinlich ist — 
mit dem Quellungsminimum iibereinstimmt, in erheblichem Mabe 
beeinfluBt wird vom Anion des bei der Bestimmung benutzten 
Puffergemisches. Die Lage dieses Punktes bei Bestimmung ohne 
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Fig. 2. Abhangigkeit der Quellungshéhe des Fibrins vom p,, in Puffermischungen von K- 
Biphthalat mit HC] und NaOH (nach Clark und Lubs). Abszisse: p,,, Ordinate: Quellungs- 
hébe. Quellungszeit 18 (gestrichelt) bzw. 24 Stunden. 250mg Fibrin in 10 cem Puffer. 

Quellungsminima bei p,, 3,64 bzw. 3,71. 
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Fig. 3. Abhadngigkeit der Quellungshéhe des F.brins vom Pq in Puffermischungen von pn 5- 
Essigsiure und m/5-Natriumacetat. Abszisse Py, Ordinate: Quellungshohe. Quellungszeit 
-t Stunden. 230 mg Fibrin in 10 ccm Puffer. Quellungsminimum in zwei Versuchen bei p,, 
5,3, im dritten bei py, 5,4. py-Bestimmung colorimetrisch. 
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Quel ngshore 
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Fig. 4, Abhadngigkeit der Queliungshéhe des Fibrins vom p, in Puffermischungen yon m/15 
primarem Kaliumphosphat und m/15 sekundarem Natriumphosphat. Abszisse: py, Ordinate: 


Quellungshohe, Quellungszeit 19Stunden, 25!) mg Fibrin in 10cem Puffer. Quellungeminima 
bei Pq 5,79 und 5,80. 
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Vig. 5. Quellung von Fibrin in Puffermischungen von m 5-Natriumcitrat und n/5-Salzsdure. 
Abszisse: p,, Ordinate: Quellungshéhe. Quellungszeit 2 Stunden. 250 mg Fibrin in 10 ceu 
Puffer. Quellungsminimum bei p,;, 4,16. Maximum bei Pq 1,79. 


Puffergemische kommt nahezu mit dem von Kugelmass an- 
gegebenen Werte von 7,2 tberein. 

Nach seinen Mitteilungen hat Kugelmass?) auch Puffer- 
gemische benutzt; er erwihnt nicht welche. Seine Bereitung de: 


1) Ava. O. S. 202. 
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Vibrins ist etwas abweichend von der tblichen: er dialys 
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lert das 


mittels Oxalat ungerrinnbar gemachte Blutplasma und JaéBt dann 
durch Zusatz von CaCl, das Fibrin koagulieren (Methode von 


Dale und Walpole).!) Méglicherweise kann das einen 
haben auf die Resultate. 
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Fiz.6. Abhangigkeit der Quellungshéhe vom p, in Lésungen von HC] und NaOH 


Einflu’ 


Die von mir angewandte Bereitungs- 


. Die ver- 


schiedenen p, -Werte wurden durch Verdiinnung von n/40-HCl und n/40-NaOH erreicht. 


p ,-Messungen elektrometrisch ausgefihrt. Abszisse: p,,, Ordinate : Quellungshoéhe. 


Quellungs- 


zeit 1 Stunde. 250 mg Fibrin in 10ccm Flissigkeit. Beim zweiten Versuch (Kurve II) wurde 
vor der p,-Bestimmung 1 ccm n/l-NaCl zugesetzt zur Verbesserung der Leitfahigkeit. Beim 
dritten Versuch (Kurve III) wurde die Verdinnung der HCl- und NaOH-Lésungen mittels 


m 10-NaCl vorgenommen. Keine deutlichen Minima, sondern minimale Zonen, 
welcher die Versuchsresultate ziemlich schwankend sind. 


innerhalb 


welse wird fast immer benutzt, wenn man Fibrin fiir Verdauungs- 


versuche herstellen will. Weitere Versuche iiber die Bec 
dieser Erscheinungen fiir Trypsin- und Pepsinverdauu 
Fibrins hoffen wir in kurzer Zeit zu ver6ffentlichen. 


1) Biochemic. J. 10, 331 (1916). 
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Diskussion. 

is erubrigt sich nun noch, erstens zu versuchen von diesen 
irgebnissen eine theoretische Erklarung zu geben, zweitens ihre 
Bedeutung fiir enzymatische Arbeiten ins Licht zu stellen. 

Bekanntlich zeigen die léslichen EiweiBstoffe bei ihrem isoelektrischen 
Punkte ein Minimum der Viscositat, der Quellung, der Alkoholzahl fiir Ko- 
agulation, der Dissoziation, der Saure- und Basenbindung, der Léslichkeit, 
ein Flockungsoptimum usw. DaB dieses Verhalten im Zusammenhang damit 
steht, daB sie bei einem py kleiner als dem isoelektrischen positiv und bei 
einem Wasserstoffexponent gréBer als dem isoelektrischen negativ geladen 


Qveliungs/ohe 
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Fig. 7. Abhidngigkeit der Quellungshéhe des Fibrins vom p, in Losungen von HCl und NaO}! 
wie bei Fig. 6. Die py-Bestimmung wurde kolorimetrisch ausgefihrt mittels neutralisierten 
Indikatoren, wodurch ein regelm&Bigerer Verlauf der Kurven erhalten wurde als in Fig. 6. 


Quellungsminimum bei p,;; 7 in zwei Versuchen. Zwischen p;,;5 und7 verlauft die Kurve aber 


sehr wenig steil. 


sind, steht auBer Frage. Uber die Art, wie diese Ladung angenommen wird, 
gibt es hauptsachlich zwei verschiedene Auffassungen. Ein Teil der Unter- 
sucher (Loeb, Michaelis, Pauli) vertritt mehr oder weniger ausgesprochen 
die Meinung, daB die EiweiBstoffe kolloidale Eigenschaften haben durch die 
GréBe ihrer Molekiile, aber daB fiir ihr Verhalten Sauren und Basen gegen- 
iiber dieselben Gesetze gelten wie fiir nicht kolloidale Ampholyte (z. B. die 
Aminosiuren). Das EiweiBteilchen ladet sich also positiv oder negativ durch 
[onisation, je nachdem es sich an der sauren oder alkalischen Seite seines 
isoelektrischen Punktes befindet, und die Bindung von Sauren und Basen 


an das Eiwei8 geschieht stéchiometrisch. Fiir den isoelektrischen Punkt 
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i ° iz, -k . ‘ P : ° = 
gilt die Beziehung Cy = /' P * wie bei den Aminosauren.!) Dieser Stand- 


4 
punkt wurde wohl am scharfsten von Loeb verfochten. 
Der andere Teil der Untersucher (Freundlich, Kruyt) meint, dal 
die EiweiBteilchen nicht einfach Molekiile sind, sondern ein Aggregat von 
Molekiilen, daB deshalb fiir Lésungen, welche solche Teilchen enthalten, keine 
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Fig.5. Abhdngigkeit der Quellungshéhe des Fibrins vom p,, in Puffermischungen von HC! 
und Glykokoll. Abszisse: py, Ordinate: Quellungshéhe. Quellungszeit 1 Stunde, 260 mg 
Fibrin in 10ccm Puffer. Quellungsminima bei p,, 6,1 bzw. 6,2. Maximum bei py 2,53. 
einfachen stéchiometrischen Beziehungen gelten kénnen, und dal} die wahr- 
yenommenen Erscheinungen besser erklart werden kénnen, wenn man an- 
nimmt, daB die EiweiBteiichen ihre Ladung durch Adsorption annehmen, 
sei es auch, daB die Ampholytnatur, die das Teilchen zweifelsohne besitzt, 

hierbei eine wichtige Rolle spielt. 

Von organischer und enzymchemischer Seite kénnte die erste Auf- 
fassung natiirlich gestiitzt werden von solchen Untersuchern, welche fanden, 
daB bei der enzymatischen Spaltung nur Peptidbindungen gelést werden 
(Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern). Die zweite Auffassung lieBe sich 


1) Hierin bedeutet &, die saure, i, die basische Dissoziationskonstante 
des Ampholyten und f,, die Dissoziationskonstante des Wassers,. 
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besser vereinen mit der Meinung solcher Forscher, welche wie Herzog, Brill, 
Abderhalden, Bergmann u.a. auf Grund von réntgenspektrographischen 
und organisch-chemischen Daten annehmen, das die EiweiBteilchen aus 
yroBen Aggregaten von sehr einfachen Grundkérpern bestehen. 

Neuerdings wurde aber von Meyer und Mark?) ausgefiihrt, daB die 
t6ntgenanalyse nur AufschluB gibt iiber die Symmetrie und nicht iiber die 
molekulare Struktur der Stoffe. Diese Forscher meinen, daB die EiweiBstoffe 
aus langen Ketten von mittels Hauptvalenzen verbundenen Aminosauren 
bestehen und daB diese Ketten mittels Nebenvalenzen zu den eigentlichen 
kolloidalen Teilchen assoziiert sind. Sérensen?) hat auf Grund seiner Ver- 
suche diese Vorstellungen ausgearbeitet zu einer Auffassung der EiweiBstoffe 
als reversibel dissoziable Komponentensysteme. Er fiihrt aus, daB diese Auf- 
fassung in gutem Einklang steht mit The Svedbergs Untersuchungen’) 
liber das Molekulargewicht der EiweiBstoffe; die Stoffe mit kleinstem Mole- 
kulargewicht (wie Eieralbumin mit 35000) wiirden in Lésung Molekiile, die 
mit héherem (1-, 2-, 3- oder 6mal 35000) aggregierte Teilchen geben. 

Die letztere Auffassung ist also ein Kompromif zwischen derjenigen, 
welche die EiweiBteilchen als Molekiile betrachtet und der, welche sie als 
hochgradig aggreyierte kleine Grundk6érper auffaBt. Jedenfalls wird also mit 
der Anwesenheit von Adsorptionserscheinungen zu rechnen sein. 

Auch ohne Ricksicht auf SGrensens Theorie hatte man fiir ein un- 
l6sliches EiweiB wie Fibrin doch wohl annehmen missen, da Adsorptions- 
erscheinungen fiir die Annahme der Ladung verantwortlich sind. Es quillt 
in Lésungen von Sauren und Basen und die Quellungsgr6éBe ist vom py ab- 
hangig und zeigt ein Minimum und ein alkalisches und saures Maximum wie 
jedes andere EiweiB. Es gibt keinen Grund anzunehmen, daB die Ursachen der 
(Juellung hier andere sind als bei den anderen EiweiBstoffen, um so mehr da 
nach Katz’ Befunden die Gesetze der Quellung, soweit untersucht, fiir das 
Fibrin mit denen von anderen EiweiBstoffen iibereinstimmen.*‘) 





Nehmen wir also an, daB die GréBe der Quellung von der 
LadungsgroBe abhaingt, daB die Ladung durch Adsorption an- 
senommen wird und daB die Adsorption von H- und OH-Ionen 
vorwiegend durch den amphoteren Charakter der HiweiBstoffe 
bestimmt wird. Hat man bloB mit Wasserstoff- und Hydroxy!- 
jonen zu rechnen, dann ist der isoelektriseche Punkt der Punkt, 
wo die gleiche Anzahl Wasserstoffionen und Hydroxylionen aui- 
venommen wird und diese Aufnahme zugleich minimal ist. Loe! 
behauptete nun, dab, wenn auch noch Salze anwesend sind, das 
KiweiB an der sauren Seite nur Anionen, an der alkalischen nur 
KXKationen aufnehmen kann und dah diese Aufnahme ein 





1) Chem. Ber. 61, 1932 (1928). 

2) Kolloid.-Z. 58, 102, 170 u. 306 (1930). 

3) Zusammenfassung in Kolloid.-Z. 51, 10 (1930). 

4) Deshalb meine ich auch, daB fiir das Fibrin das Quellungsminimu:: 
einem isoelektrischen Punkte entspricht, obgleich man dies niemals durcl 
Kataphoreseversuche direkt beweisen kann. 
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chemischer Vorgang und nicht eme Adsorptionserscheinung ist.!) 
Es trifft tatsichlich zu, daB an der sauren Seite die Anionen, 
an der alkalischen die Kationen den gr6éBten Einflu8 auf den 
Zustand des EiweiBes haben. Doch sprechen viele Tatsachen 
dagegen, daB dieser KinfluB auf chemischer Bindung_ beruht 
ivgl. z. B. Kruyt, Colloids 5, 207—217?)| und lassen sich besser 
durch Adsorption erklaren. In eine Diskussion dieser beiden Auf- 
fassungen kénnen wir uns hier nicht einlassen. 

Stellt man sich aber auf den Adsorptionsstandpunkt, so ist 
bei Anwesenheit anderer Ionen als H und OH folgendes zu er- 
varten: An der sauren Seite des isoelektrischen Punktes werden 
Anionen, an der alkalischen Kationen die Tendenz haben, das 
kiweiB zu entladen, also der aufladenden Wirkung der H- bzw. 
OH-Ionen entgegenzuwirken. Polyvalente Anionen und stark 
adsorbierbare organische Anionen miissen nach der Adsorptions- 
theorie stérker wirken als mit ihrer Valenz tibereinkommt.%) Je 
hoher ihre Valenz, je starker ihre Adsorbierbarkeit, desto mehr 
werden sie den Einflu®B haben, den isoelektrischen Punkt nach 
der sauren Seite zu verschieben. 

Fur Gelatine wurde eine derartige Verschiebung des iso- 
elektrischen Punktes nachgewiesen von Kruyt und 'lendeloo.‘) 
An der sauren Seite des isoelektrischen Punktes (bei pu 4,4 z. B.) 
wurde in ihren Versuchen die Viskositaét durch Salze mit bivalenten 
Anionen erniedrigt und bei K,FeCN, fand nach anfanglicher 
rniedrigung eine Erhéhung der Viskositaét statt, was durch 
eine Umladung erklart werden mu8. Bei einer bestimmten Kon- 
zentration dieses Salzes hat also Gelatine einen isoelektrischen 
Punkt bei pa 4,4, statt bei pa 4,7. Bei Zusatz von komplexem 
Kobaltsalz Co(NH,),Cl, in zunehmenden Konzentrationen findet 
an der alkalischen Seite zuerst eine Verminderung, dann eine 
l'rhohung der Viskositaét statt, so daB bei einer bestimmten Kon- 
zentration dieses Salzes ein isoelektrischer Punkt bei pu 4,9 erreicht 
werden kann. Fir Pferdeserum fand Ringer), daB bei px 2—3 
ungefahr bei zunehmender Konzentration von K,FeCN, eine 


) J. Loeb, Die EiweiBkorper, Berlin 1924, S. 125ff., 98ff. 

*) H. R. Kruyt, Colloids 2" Ed. (1930). 

°) Freundlich, Kapillarchemie, Kruyt, a.a.O., S.71—77 und 
Ch. XIV, 

*) J. physical. Chem. 29, 1303 (1925). 

*) Arch. néerl. physiol. 2, 571 (1918) u. zwar 8S. 587ff. 
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Tribung auftritt, welche bei weiterer Konzentrationserhéhuneg 
verschwindet. Auch hier mu eine Umladung stattfinden. 

Die in meinen Versuchen benutzten Konzentrationen sind 
viel groBer als die, welche Kruyt und Tendeloo verwendeten, 
weil es sich bei mir an erster Stelle nicht so sehr darum handelte, 
diese Erscheinungen vom kolloidchemischen Gesichtspunkte zu 
studieren, sondern zu beobachten, welche Anderungen im Zustand 
des Substrates Fibrin auftreten, beim Gebrauch von Salzen und 
KXkonzentrationen, wie sie vielfach zu Verdauungsversuchen benutzt 
werden. Die von mir wahrgenommenen Verschiebungen des 
isoelektrischen Punktes sind sehr erheblich (von px 7,1—8,6). 

Neben ihren entladenden oder aufladenden Wirkungen tben 
die Tonen auch lyotrope Wirkungen aus. So wird das Sulfation 
(das hier noch nicht benutzt wurde) zugleich als 2wertiges Ion 
einen ziermlich stark ladungsiindernden Einflu®B haben und spezie!! 
als Sulfation einen groBen lyotropen KinfluB. Durch semen ladungs- 
jindernden Einflu8 muB es also den isoelektrischen Punkt nach: 
der sauren Seite verschieben; kraft seiner starken Hydratation 
wird es die Quellung, wahrscheinlich auch im_ isoelektrischen 
Punkte, erniedrigen. Wir wiirden also die Valenz, die Adsorbierbar- 
keit und die Hydratation von einem [on genau kennen miissen, 
um die Resultate soleher Versuche, wie die hier mitgeteilten, 
quantitativ erkliren zu kénnen. Leider trifft dies nur fir div 
Valenz zu. Was die Adsorption betrifft, sind organische Ione 
meistens stirker adsorbierbar als anorganische.!) Die Adsorption 
von in Wasser geldsten organischen Stoffen nimmt stark und 
regelmiBig zu beim Ansteigen in den homologen Reihen (Traube- 
sche Regel). Fiir einige Adsorbentia (besonders Blutkohle) sind 
quantitative Daten vorhanden fiir die Stoffmengen, welche sic 
aufnehmen. Fir Fibrin wiirden diese Daten zuerst festzustellen 
sein, was naturlich eine sehr zeitraubende Arbeit sein wiirde. 
Uber die Hydratation der Ionen, welche ihren lyotropen FEinflut 
hedingt, sind nur vergleichende Zahlen vorhanden: die absolute 
Anzahl der Wassermolekiile, welche von einem Jon gebunden 
werden, ist nicht bekannt.?) 


1) Fir Daten tiber Adsorption vgl. die zit. Werke von Freundlich | 
Kruyt. 

2) Vul. fiir Daten tiber Ionenhydratation: E. W. Washburnu. E. B. Mil- 
lard, J. Am. Chem. Soc. 87, 694 (1915); Z. physikal. Chem. 66, 513 (1909): 
Kk. H. Riesenfeld u. B. Reinhold, Z. physikal. Chem. 66, 672 (1909). 
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In den hier ausgefiihrten Versuchen haben tatsachlich poly- 
valente organische Anionen (Citrat, Biphthalat) das Quellungs- 
minimum am weitesten verschoben. Am wenigsten wird es ver- 
schoben von Glykokoll, schon mehr von Essigsiure—Acetat, noch 
mehr vom 2basischen Biphosphation. 

Das Biphthalation wirkt zu gleicher Zeit stark lyotrop. Die 
ibrigen Ionen vermindern im Minimum die Quellung fast nicht, 
verglichen mit remem Wasser. Wenn also Fischer!) findet, dab 
alle Salze die Quellung des Fibrins herabsetzen, so hat er Teilehen 
von verschiedenem Ladungszustand miteinander verglichen, da 
auch die von ihm benutzten Anionen in ungleichem MaBe den 
isoelektrischen Punkt verschieben miissen. 

Meine Versuche sind von Bedeutung fiir enzymatische 
Arbeiten, worin versucht wird px-Aktivitaitskurven in Beziehung 
zu bringen mit dem Zustande des Substrats. Bei solechen Arbeiten 
(und es sind deren viele) wurde bis jetzt nicht beachtet, daB beim 
Gebrauch von verschiedenen Puffergemischen der Zustand des 
Substrats bei ubrigens gleichem px weitgehend varieren kann. 
In emer Abhandlung von Willstaétter, Grassmann und 
Ambros”) wird gezeigt, daB fiir nicht aktivierte Ananasprotease 
das px-Optimum beim Gebrauch von Citrat—Borat- und Phosphat- 
puffern im Bereich von pra 4,5—5,0 hegt, und da fiir mittels 
HCN aktiviertes Papain das Optimum der Wirkung auf Fibrin 
pu 7,1—7,3 ist. Es wird der SchluB gezogen, daB dieses Optimum 
also iibereinstimmt mit dem isoelektrischen Punkte des Sub- 
strats. (Die genaue Zusammensetzung des Puffers kommt nicht 
in den Tabellen zum Ausdruck.) Mit Riicksicht auf meine hier 
beschriebenen Versuche ist es klar, daB man diese SchluBfolgerung 
nicht aufrechterhalten kann, denn besonders das Fibrin muB 
sich hier in einem Zustande befunden haben, der ziemlich weit 
von dem isoelektrischen entfernt ist. Auch fiir Gelatine ist das 
wahrscheinlich, obgleich hier die Abweichung vielleicht weniger 
gro sein wird. Das gleiche mu8 gelten fiir das in der genannten 
Arbeit bestimmte Optimum der Wirkung von Kirbisprotease auf 
Fibrin. 

In den Arbeiten von Northrop*) wurde vielfach die px 
blo8 mit Salzsiéure und Lauge eingestellt und fiir solehe Arbeiten 


1) A, a. Q., S. 203. 


) 
*) Diese Z. 151, 307 (1926). 
3) v 


) Zahlreiche Arbeiten im J. gen. Physiol. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII, 15 
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wilt also diese Bemerkung nicht. In seiner vielfach zitierten 
Arbeit ?), worin gezeigt wird, dafs Pepsin nur auf positiv geladenes 
KiweiB, Trypsin auf negativ geladenes wirkt, wurden fir die 
Trypsinverdauung auch Phosphat-, Borat- und Citrat puffer benutzt, 
so da man auch hier die obenerwaéhnten Einflisse erwarten kann. 
Ms wird dort auch gezeigt, daB bei gleichem pa die Wirkung von 
Pepsin die gleiche ist in Gegenwart von HCl und H,50, und die 
von Trypsin die gleiche bei Anwesenheit von Na oder Ba. Die 
Wirkung wurde hier aber bei langerer Versuchsdauer mittels 
Formoltitration bestimmt; diese Bestimmung bezieht sich also 
mehr auf die spiteren Stadien der Proteolyse als auf die Anfangs- 
stadien. Und gerade fiir die Anfangsstadien der Spaltung ist nach 
Ringer der EinfluB der Ionen am groébten. 

Diese beiden Beispiele zeigen geniigend, wie ich mir die Be- 
deutung der ner beschriebenen Zustandsinderungen des Fibrins 
(und anderer Substrate) fir die Interpretation von Verdauungs- 
versuchen vorstelle. 


Zusammenfassung. 


Das Quellungsminimum des Fibrins, das semem_ isoelek- 
trischen Punkte entsprechen muf, hiingt nicht nur von der 
Wasserstoffionenkonzentration, sondern auch von der Anwesen- 
heit anderer Jonen ab. 

Wenn verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen — blot 
mittels kleimer Mengen Salzsiure und Natronlauge erreicht werden, 
so dafi nur eine minimale Konzentration an 1 wertigen Kat- und 
Anionen vorhanden ist, so hegt das Minimum ungefihr bei px 7,1. 

Wird die pu mittels Puffergemischen erreicht, so ist die Lage 
Jes Minimums abhingig vom benutzten Puffergemisch und kann 
bis 3.7 verschoben werden. 

Is wird versucht diese Resultate vom kolloidchemischen 
Standpunkte zu erklaéren. Es wird klargelegt, daB man bei enzyma- 
tischen Arbeiten mit diesen Tatsachen rechnen muB. 


1) J. ven. Physiol. 5, 263 (1923). 

















Co-Zymase. XVIII. 


Von 


Hans y. Euler und Karl Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, April 1931.) 


1. Zur Bestimmung der Co-Zymase. 

Wie wir schon in der 17. Arbeit tiber die Co-Zymase!) hervor- 
cehoben haben, ist es nicht ohne weiteres klar, daB fiir ein be- 
stimmtes Co-Zymasepriparat unter Anwendung von verschiedenen 
Apo-Zymasepriiparaten (insbesondere von solchen aus verschiedenen 
Hefen) derselbe Wert des Reinheitsgrades 


We (arungsgveschwindigkeit com CO,/Stunde 
t io = —— a 
Co-Zymasemenge vy Praparat 


erhalten wird. Sehr alte bzw. durch wiederholte Wasechungen 
veschwachte Priaiparate von Apo-Zymase geben oft miedrigere 
Werte als neu hergestellte, obgleich wberall mit so kleinen Co- 
/7ymasemengen gearbeitet wurde, da Proportionalitét zwischen 
Girungsgeschwindigkeit und Co-Zymasemenge besteht, was natir- 
lich unter allen Umsténden eine Voraussetzung fiir die Giltigkeit 
des Ausdruckes ist. 

Unsere in der einen oder anderen Weise geschwiichten Apo- 
Zvmasepriparate werden in Anwesenheit von Co-Zymase von 
\Me-Salzen nicht beeinfluBt, was sonst nach den Angaben von 
Lohmann?) nicht unmoglich erschien. Unsere in Zucker-, Phos- 
phat- und Zymophosphatlésung vollkommen inaktiven, aber durch 
Co-Zymase aktivierbaren Apo-Zymasepriparate (aus ausgewahlten 
Trockenhefen durch erschépfendes Waschen mit Wasser und nach- 
heriges Trocknen hergestellt) enthalten noch die optimale Menge 
Magnesiumsalze (bzw. in derselben Weise wirkende Stoffe). DaB sie, 

') Euler u. Myrback, Diese Z. 190, 93 (1930). 

*) Lohmann, Naturwissenschaften 19, 180 (1931); auch ebenda 17, 
624 (1929), 

15* 








Hans vy. Euler und Karl Myrback, 


220 


in voller Ubereinstimmung mit Lohmanns Angaben, durch 
Waschen z. B. mit saurer, verdiinnter Phosphatlésung von Me 
befreit werden kénnen und ohne Zusatz davon durch die Co- 
Zymase nicht aktivierbar sind, ist in diesem Zusammenhang 
bedeutungslos, nur muB die Definition der Co-Zymase noch ver- | 
schirft werden. Die Co-Zymase ist der fiir Garung usw. notwendige 
Stoff, der mit der an sich inaktiven Mischung von Zucker, Phos- 
phat, Zymophosphat, Apo-Zymase und eventuell Mg-Salzen dic 
typische Kohlehydratspaltung gibt. Nach friiheren Arbeiten aus 
diesem Laboratorium?) ist es sehr wahrscheinlich, da die Teil- 
reaktion des Kohlenhydratabbaues, worin die Co-Zymase_ un- 
mittelbar cingreift, die Oxydoreduktion ist. 

Wir betonen nochmals, daB fiir die Angabe von Reinheits- 
eraden von Co-Zymasepriiparaten [die u. a. im Zusammenhany 
mit den Lohmannschen Anschauungen iiber die Co-Zymase- 
wirkung des Adenosintriphosphats?) von gréBter Bedeutung ist, 
vel. hieriiber eine folgende Arbeit] eine gréBere Zahl von Girungs- 
versuchen mit verschiedenen Co-Zymasemengen sowie mit ver- 
schiedenen Apo-Zymasepriparaten von bekannten Kigenschaften 





notwendig sind. 


2. Einheitlichkeit des Aktivators. 

Unsere Untersuchungen ber die Co-Zymase haben uns zur 
Auffassung gefiihrt, daB der Aktivator einheitlich ist, wobei also 
von der Wirkung des Phosphats, Zymophosphats und Magnesiums 
natirlicherweise abgesehen wird. Stark gestiitzt wurde diese Auf- 
fassung dadurch, daB es nie gelang, unsere Préiparate in Frak- 
tionen aufzuteilen, die gemischt eine groBere Wirkung zeigten als 
die Summe der Wirkungen der einzelnen Fraktionen. Die Frage 
itber die Einheitlichkeit des Aktivators ist aber sehr wichtig, u. a. 
mit Hinsicht auf die Angaben von Lohmann (a. a. O.) tiber dic 
Mitwirkung der Adenylsiure (Muskel-) bzw. der Adenosintri- 
phosphorsiure bei dem Kohlehydratabbau. Da unsere letzten 
Arbeiten auber Zweifel gestellt haben (vgl. auch unten), dal 
unsere reinsten Priparate beinahe ganz aus einer Substanz be- 
stehen, die der Muskeladenylsiiure sehr nahe steht, so ist selbst- 
verstiindlich immer wieder daran zu denken, ob nicht die Wirkuns 
unserer Priiparate sich aus der Wirkung einer Adenylsiéiure und 








1) Z. B. Myrback u. Jacobi, Diese Z. 161, 245 (1926); Euler u. 
Myrback, Diese Z. 165, 28 (1927). 
*) Lohmann, Naturw. a. a. Q. 
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aus der einer in den Praparaten in kleiner Menge vorkommenden 
Substanz (Co-Zymase) zusammensetzt. Versuche zur Trennung 
der adenylsiéureihnlichen Substanz von der unbekannten Co- 
Zvmase sind aber ohne jeden Erfolg gewesen. Wir haben z. B. 
versucht, die Ba-Salze unserer Priiparate zu fraktionieren, u. a. 
weil in Arbeiten aus dem Meyerhofschen Laboratorium von einer 
Zerlegung der ,,Co-Zymase™ dureh Baryt gesprochen wird. Von 
unseren diesbeziighchen Versuchen sei folgendes Beispiel an- 
gefiihrt: Das Co-Zymasepriiparat 7 mit ACo = 88000 (vgl. unten) 
wurde in etwa 6°/,iger Lésung mit einem Uberschu8 von BaAe, und 
mit Baryt zu po =9 versetzt. Kine dabei entstehende kleine 
Tribung wurde abfiltriert und gewaschen. Mit H,SO, wurde 
daraus eine Lésung erhalten, die aber keine Co-Zymase enthielt. 
Dieses Resultat ist in voller Ubereinstimmung mit unserem Be- 
fund, daB die Co-Zymase auch in konzentrierter, wiBriger Losung 
von Ba nicht gefallt wird, und daB die mit starkem Alkohol oder 
Aceton gewonnenen Ba-Salze in Wasser bzw. stark verdiinntem 
Alkohol sehr leicht léshich sind. Die klare, Ba-haltige Loésung 
wurde mit Alkohol zu 50°/, versetzt, der Niederschlag mit 50°/,igem 
Alkohol gewaschen und mit H,S5O, die ,,Lésung 8" erhalten. 
Filtrat und Waschwasser wurden mit 2 vol. Alkohol versetzt, 
der Niederschlag gewaschen und mit H,SO, zersetzt = ,,L6sung 9". 
Von mehreren Géarungsversuchen mit diesen Loésungen seien 
folgende angefihrt. 





a) O04com IieungS8 ......26.6. 0,25 | 0,80 | 00 
b) O08 0cm Iieume 9 2. ww tt 0,80 3,50 6,20 
Halbe anes von “) “i b) . oa | 0,53 . | 2,15 | | 3,88 
c) 0,02 cem Lésung 8 +. 0,02 eem Lésung 9 | 0,5 | 2,0 | 4,1 
Zeit: Svadndion - ‘ ; : : , es . oe | 0,5 * | | l | 1,5 


Die Wirkung der Mischung ist also gleich der der Summe 
der 2 Priparate. Hinzuzufiigen ist, daB der Reinheitsgrad der 
Priiparate etwa derselbe war. Sollte die Wirkung unserer Priipa- 
rate In einer kombinierten Wirkung von Adenylsiéure und einer 
unbekannten Substanz bestehen, so wire wohl anzunehmen, dab 
die 2 Stoffe in Versuchen wie der obige, wenigstens bis zu einem 
cewissen Grade, hitten getrennt werden miissen. In Arbeiten 
aus dem Meyerhofschen Laboratorium wird von einer T'rennung 
der Adenylsiure, und zwar Muskeladenylsiure (es wurde mit 
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Muskelextrakten gearbeitet) von der Co-Zymase  gesprochen. 
Zicht man aber die spéteren Arbeiten aus jenem Laboratorium 
heran, so findet man, daB die friiher als ,,adenylsiurefreie Co- 
Zyvmase* bezeichnete Aktivatorfraktion als wirksamen = Stoff 
wohl nur Magnesium enthalten hat. Auf den Versuch Loh- 
manns, die bisher als Co-Zymasewirkung bezeichnete Aktivierung 
als kombinierte Wirkung von Magnesiumsalzen und Adenosin- 
triphosphat bzw. Muskeladenylsiure, kommen wir zuriick. 

Fraktionierungsversuche an hochgereinigten Co-Zymasepriipa- 
raten wurden weiter u. a. mit Uranylacetat vorgenommen. Dieses 
Salz fillt bekanntlch in neutraler LoOsung Mononucleotide, wes- 
halb eime Abtrennung der adenylsiureihnlichen Substanz viel- 
leicht erwartet werden kénnte. Die Abtrennung des Metalls aus 
den Losungen, die in den Garungsversuchen gepriift werden sollten, 
gelang weder mit Phosphat noch mit H,N. Vorversuche zeigten 
aber, daB die Anwesenheit der in Frage kommenden Uranmengen 
in den girenden Loésungen keine Inaktivierung verursacht (viel- 
leicht wegen der groBen Phosphatkonzentration). Die oben er- 
wiihnte Losung 9 (80 cem) wurde mit einer neutralen gesiittigten 
Uranylacetatlosung gefallt, zentrifugiert und der Niederschlag 
mit einigen Kubikzentimetern Wasser gewaschen. Er wurde dann 
in Wasser suspendiert und mit emigen Tropfen HsN in Losung 
gebracht (= 15 ecem). Giirungsversuche: 























ie Wen TANNED bos ieee us *-% O05} OS] 107 1,3] 2,1 3.0 
0,03 cem - Sea ae Se ee ee 0.6; LO} 16, 2,1] 4,0] 5,7 
0,04 cem - | ee ee ee 10} 1,8] 2,5] 3,4] 5,7 ip 
0,03 cem Filtrat a eee ee eee OO}, OOF OOF 0,0] 0,0 0,0 
0,06 cem ‘ ee eo ae ee ee ee 0,1 O,1] O,L] O,1] O,1 0, | 
0,02 cem Lésung aus dem Niederschlag . | 0,7] 145] 2,1] 3,0] 5,5] 7.3 
0,04 com = oe lied m ; LS} 3.91 6,0] 7,1 — 

0,06 cem w “—— rm , 3.2] 6.3] 7,47 8,0 - 

Zeit: Minuten. . 2... . [80 [40 [50 [60 [90 | 120 


Die Versuche zeigen also, daB die ganze Co-Zymasewirkuny 
dem mit Uranylacetat ausgefilltem Nucleotid gefolgt ist. (Aus 
viel verdiinnteren, unreinen Lésungen, wie rohen Hefenextrakten. 
ist die Co-Zymase nicht ohne weiteres mit Uranylacetat fallbar. 


3. Weiteres iiber die Isolierung. 
Auch bei diesen Arbeiten war unser Ausgangsmaterial 11 
alleemeinen der friiher erwihnte, in besonderer Weise hergestellte, 
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eingeengte und sterilisierte Hefekochsaft. Ein Verarbeiten von 
Hefemengen, wie die hier notwendigen, ist im Laboratorium nicht 
einfach. Bedeutende Mengen Co-enzymreichen Hefesaftes, der 
sich fir die weitere Verarbeitung eignet, haben wir aber aueh im 
Laboratorium herstellen kénnen, und zwar in folgender Weise. 
Untergirige Bierhefe wird mit fheBendem Leitungswasser mdég- 
lichst von Wiirze und Hopfen befreit. Die Hefe darf waihrend 
einiger Stunden absitzen und der bret wird portionenweise in 
eine, in einem groBeren Kessel tiber einem groBen Brenner befind- 
liche kleine Menge Wasser gerithrt, so da®B~ die emperatur sich 
wiihrend der ganzen Zeit auf 80° halt. Nach dem Erkalten wird 
der jetzt ganz dinn gewordene Hefebrei so lange mit einer kon- 
zentrierten Bleiacetatl6sung versetzt, bis eine abfiltrierte Probe 
nicht mehr gefallt wird. Es wird zentrifugiert und mit etwas 
Wasser gewaschen. Zentrifugat und Waschwasser, die oft etwas 
triib sind, werden vereinigt. Steht Kochsaft zur Verfiigung, wird er, 
eventuell nach Dialyse!), in derselben Weise mit Bleiacetat gefallt. 

Aus den so erhaltenen Lésungen haben wir frither die Co- 
Zvymase mit Bleiacetat und Natronlauge (oder NH) gefiéllt und den 
Niederschlag mit H,SO, oder H,S zersetzt.. Die Ausbeute war 
aber in den meisten Fallen nicht befriedigend. Wir gingen dann 
dazu iiber, die mit Bleiacetat vorgereinigten Lésungen mit Queeck- 
silbersalzen (Nitrat oder Acetat) zu fallen und die Co-Zymase 
durch Behandlung des Niederschlages mit H,S zu gewinnen. 
Obgleich hier die Ausbeute besser war, muBte auch diese Met hode 
verlassen werden, da das Zersetzen der Niedersehliige im groben 
Mabstabe eine sehr zeitraubende und lastige Arbeit ist. Auf 
dieser Stufe der Isolierungsarbeit leistet nun ein neues Verfahren 
(Fallung mit Aluminium in alkalischer Loésung), gute Dienste. 
Khe diese Fallung vorgenommen werden kann, muf aber das 
Bleizentrifugat vom Metall befreit werden. Die bei richtiger 
Arbeit ganz kleine Bleimenge kann durch Schwefelsiure gefillt 
werden, nur miissen zur vollstandigen Ausfallung sehr grobe Saiure- 
mengen zugesetzt werden. Nach Neutralisation des Filtrates 
wird es deshalb groBe Mengen von Na- oder NH,-Sulfat enthalten, 
die u. a. die Ausbeutebestimmung durch Girungsversuche stéren. 
Wir fiillen deshalb im allgemeinen das Pb durch tropfenweisen 
Zusatz einer konzentrierten Lésung von NaSH. Ab und zu wird 
etwas H,SO, zugesetzt, daB sich der Sulfidniederschlag besser 


1) Vgl. z. B. Euler u. Myrback, Diese Z. 177, 237 (1928). 
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abscheide. Ist alles Pb gefallt und die Fallung flockig, so wird 
auf groBen Bichnertrichtern abgesogen und man erhalt eine ganz 
klare, gelbe Losung, die bei richtiger Arbeit mehr als 80°, der 
Co-Zymase des Ausgangsmaterials enthalt. Sie soll nur wenig 
HS enthalten und kann notigenfalls geliiftet werden. 

Beziighech der Sorption der Co-Zymase an Tonerdehydrat 
kOnnen wir auf eine altere Arbeit verweisen.!) Unsere neuen Ver- 
suche bestaitigen den Befund, daB die Sorption (Salzbildung) nur 

1 deutlich alkalischer Lésung (px = 9) betrachtlich wird. (Wir 
ermnern hier daran, daB die Co-Zymase von Pb + NaOH aber 
nicht von PbAe,, von AgNO, + NH., aber nicht von AgNO, 
allein gefillt wird usw.) Die fir die Bbindung einer gewissen Co- 
Zymasemenge nétige Al-Menge ist sehr viel kleiner, wenn Al,(SO,), 
und dann NH, zu der Lésung gesetzt werden, als wenn gefialltes 
(gekochtes) ‘onerdehydrat angewendet wird. Fir die praéparative 
Arbeit kommt deshalb nur die Fallung mit Al-Sulfat und NH, in 
Betracht. Lohnend konnte das Verfahren erst werden, wenn eine 
Ablosung der Co-Zymase aus dem Hydrat (Elution) unter [r- 
haltung der Wirksamkeit gelinge. Leitend bei den Versuchen 
hiertiber war die friiher gemachte Beobachtung, daB das ,,Sorbat* 
in den Girungsversuchen ebensogut wirkt wie die freie Co-Zymase, 
was vermutlich damit zusammenhingt, daB das Phosphat eluierend 
wirkt. Versuche wber die Elution der Co-Zymase mit Phosphat 
von verschiedenen Konzentrationen und Aciditéten zeigten auch 
omer eine gréBere oder kleinere Ablosung des Aktivators. Um 
uns in dieser Frage zu orientieren, muften wir selbstversténdlich 
eine sehr groBbe Zahl von Vorversuchen anstellen, deren Wieder- 
gabe iiberfliissig ist. Im folgenden Beispiel wurden 400 ccm einer 
.Co-Zymaselosung 22** mit einer Lésung von 5 g Aluminiumsulfat 
und dann mit H,N bis zu starker R6tung von Phenolphthalein ver- 
setzt. Durch Zentrifugieren wurde Zentrifugat I erhalten. Das 
Aluminiumhydroxyd wurde mit 400 cem Wasser geschiittelt 
Suspension I, die Mischung wieder zentrifugiert und der Nieder- 
schlag in 400 cem Wasser verteilt = Suspension II. Diese wurde 
in vier gleiche Teile geteilt und jede Portion mit Phosphat zwei 
Stunden geschittelt, und zwar kam in 

Portion I 0,5 g Phosphat px 6,3 
a II 1,0 g Phosphat py = 6,3 
III 0,5 g KH,PO, 
IV 0,5 g Na,HPO, 


1) Euler u. Myrback, Diese Z. 136, 107 (1924) und zwar S$. 118. 
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Nach den 2 Stunden wurden teils die Suspensionen, teils die 
Filtrate davon untersucht. Gérungsversuch: Kubikzentimeter CO. 




















O3cem Léseung 22... .. +++» | VA 2] 4.2 6.3 8.5 
0.3 cem ZentrifugatI ........ 0,15 | 0.25 | 0.45 0.6 0.7 
0.3cem SuspensionI ........ | O45 7 2,4 1.2 6.3 8.2 
0.3cem Suspension II... ..... 0.3 1.9 4.0 5.8 8.0 
0,3.cem Suspension: Portion IT... 0,2 2.0 4.4 

0.3 cem y ~ Pe wea) 2 0,2 1,8 3.8 

0.3 cem - ‘a i ae 0,2 21 4.7 

0,3 com 99 - ae 0,3 23 §,2 

0.3 cem Filtrat von Portion [ ... [| 08 0,8 1,8 3,0 

0.3 cem - - a a 0.6 1,4 2.8 4.8 

0.3 cem - be Pe Me ove 0.3 0,9 2,0 3,4 

0.3 com ” ‘i sa ee el aoe 2 0,4 0,9 1,8 2,8 

eet Dl a ee ewe ee | 15 | 30 | 45 | 60 | 90 


Die Bindung der Co-Zymase an das ‘Tonerdehydrat war in 
diesem Versuch vollsténdig. Durch Waschen des Sorbates mit 
Wasser wird keine Co-Zymase abgelést (d.h. die Wirkung der 
Suspension If ist der der Suspension [ beinahe gleich). Durch 
die Behandlung mit den Phosphatlésungen ist keine Inaktivierung 
eingetreten, die Elution ist aber in keinem [alle vollstindig. 
Mit der groBen Phosphatmenge ist zwar die Ausbeute befriedigend, 
man begegnet dann aber der Schwierigkeit, den groBen UberschuB 
an Phosphat abzutrennen, eine Operation, die auch mit Verlust 
an Co-Zymase verbunden ist. Die Elution durch die kleineren 
Phosphatmengen scheint in saurer Loésung am gréBten zu sein, 
Was ja auch erwartet werden konnte. Diese und ahnliche Versuche 
fuhrten uns allmahlich zu einem Verfahren, das darin besteht, 
daB das ausgefillte und gewaschene Al-Sorbat mit Phosphorsiéiure 
behandelt wird. Dabei geht die Co-Zymase meistens mit guter 
Ausbeute in Lésung, im allgemeinen zwar von kleinen Mengen Al 
begleitet, die jedoch bei der weiteren Verarbeitung  beseitigt 
werden kénnen. Beispiel: 6 Liter einer mit Blei vorgereinigten 
Losung A wurden mit 80g Al-Sulfat und HN versetzt. Der ge- 
waschene Niederschlag wurde in 500 cem H,O suspendiert und 
mit 10 c¢em, etwa 85°/,, H,PO, versetzt. Nach halbstiindigem 
Schitteln wurde sowohl die Suspension wie das Filtrat davon 
auf Co-Zymasegehalt untersucht: Garungsversuch: Kubikzenti- 
meter CO, 

Die Elution war in diesem Falle also praktisch vollstandig. 
Nur ganz wenig Al in der Lésung. Besondere Versuche zeigten, 
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0,3 cem Lésung A. . 0,2 1,0 1,8 2,7 3,7 4,7 
QO6cem Zentrifugat . 0,1 O,15 : — 0,3 
0,05 com Suspension . 1,4 3,2 4,9 a ~— 9,0 
0,05 ccm Filtrat. .. 1,5 3,2 4,7 one nse ed 8,3 
Zeit: Minuten. . .. | 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | 120 


daB das Verhaltnis H,PO, zu Al-Sulfat nicht viel kleiner sein 
darf als im obigen Versuche, wenn man eine einigermafen voll- 
stiindige Auslésung der Co-Zymase erreichen will. Die Menge 
Al-Sulfat, die zur vollstindigen Bindung einer gewissen Co- 
Zvmasemenge notwendig ist, kann nicht ohne weiteres angegeben 
werden. Sie ist selbstverstiéndlich von dem Reinheitsgrade der 
Losung sowie von der Art der Begleitstoffe stark abhingig. Dic 
passende Menge muff fiir jedes Ausgangsmaterial durch Vor- 
versuche ermittelt) werden. 

Das wberschiissige Phosphat in den Elutionen kann ohne 
allzu groben Verlust an Co-Zymase mit Baryt gefallt werden. 
Dabei wird auch alles eventuell in Losung gegangene Al entfernt. 
Die Elutionen werden mit konzentrierten Lésungen von Bac, 
und Baryt versetzt, bis bei neutraler, bis sehr schwach alkalischer 
Losung nichts mehr gefallt wird. Die Ausbeute ist im allgemeinen 
etwa 75°/>. 

Zur weiteren Reinigung der Co-Zymase werden die phosphor- 
siurefreien, meist etwas Ba-haltigen Losungen mit Quecksilber- 
nitrat ausgefallt. (Die Lésung wird durch Sattigen von 4 n-HNO, 
mit HeO hergestellt.) Der Niederschlag wird mit Wasser ge- 
waschen, in Wasser suspendiert und mit H,S zersetzt.. Durch das 
oben beschriebene Verfahren der Pb- und Al-Fallung sind die 
Losungen so weitgehend vorgereinigt, daB die Hg-Niederschliz 
auch aus sehr groben Hefemengen nicht gréBer sind, als dab dic 
Schwefelwasserstoffbehandlung ohne besondere Schwierigkeiten 
ausfihrbar ist. Das Filtrat von HgsS wird geliiftet. In diesem 
Stadium haben die Co-Zymaselésungen aus normalem Hefekochi- 
saft Reinheitsgrade von wenigstens ACo = 20000. Sie werden 
mit H,SO, angesiuert und so lange mit Phosphorwolframsaure 
versetzt, als noeh eine grobflockige, rasch absitzende Fallung 
entsteht. (Die bei weiterem Zusatz von Phosphorwolframsiure 
entstehende, feinkérnige Fallung enthilt keine Co-Zymase.) Der 
abzentrifugierte, mit stark verdiinnter H,SO, gewaschene Nieder- 
schlag wird in 1° jiger H,SO, suspendiert und mit 1 Volumen 
Ather -+- 1 Volumen Amylalkohol 1 Stunde maschinell geschiittelt. 
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Wenn notig, wird wieder zentrifugiert. (Der Teil des Phosphor- 
wolframats, der sich bei dieser Behandlung nicht gelost hat, ent- 
hilt nur sehr wenig Co-Zymase.) Die wiBbrige Losung wird noch 
ein paar Mal mit Amylalkohol-Ather ausgeschiittelt, eliiftet 
und mit Ba(OH), von H,SO, befreit.. Das Filtrat, das noeh ganz 
schwach sauer sein soll, wird mit AgNO, versetzt bis eine heraus- 
senommene Probe mit BaOH, unmittelbar eine braune Fiéllung 
eibt. Das mit AgNO, ausgefiillte wird abzentrifugiert und ver- 
worfen, das Zentrifugat mit NH, zur maximalen Fiillung versetzt. 
Der mit Wasser soregfiltig gewaschene Silberniederschlag wird 
mit H,S zersetzt, das Filtrat geliiftet. Die nach dieser Isolierungs- 
methode aus gutem Ausgangsmaterial gewonnenen Priiparate 
haben ACo-Werte, die gréBer als 100000 sind. (Man sollte nie 
unterlassen zu untersuchen, ob die aus dem Phosphorwolframat 
cewonnenen Loésungen von Pikrinséiure gefallt werden. Ist das 
der Fall, so wird vollstindig ausgefillt und das Filtrat mit Ather 
von Pikrinsiiure befreit. Unsere mit Al vorbehandelten Losungen 
geben im allgemeinen nur kleine Fallung mit Pikrinsiiure. Durch 
die Alummiumfillung wird also die Adenylthiomethylpentose, 
deren Pikrat sonst in betrichtlichen Mengen abgeschieden wird, 
créBtenteils abgetrennt.) 

Die Co-Zymasepriparate mit Reinheitsgraden tuber 100000, 
die bemahe ausschheBlich die friuher erwihnte Adenylsiiure oder 
eine damit nahe verwandte Substanz enthalten, geben ganz klare, 
farblose oder schwach gelbliche Lésungen, die von PbAc,, AgNO, 
usw. nicht mehr gefaéllt werden. Mit Kupfersalzen geben sie keine 
schwerldéslichen Verbindungen. Von Kupferacetat -+- NaOH (px 
7—S) wird die Co-Zymase auch nicht gefallt. Die Ba- und Ca-Salze 
unserer Substanz sind, wie friiher erwihnt, im Wasser sehr léslich. 
Das Ca-Reagens von Fiske und Subbarow!) [CaCl, mit Ca(OH), 
gesattigt| gibt auch kemnen Niederschlag, die mit BaAc, bzw. 
CaCl, versetzten neutralen oder alkalischen Loésungen geben 
mit Alkohol im Uberschu8 Fallungen der betreffenden Salze der 
substituierten Phosphorsiure. 


4. Co-Zymasepraparate. 
Im folgenden ist die bei den verschiedenen Priiparaten an- 
cewandte Isolierungsmethode stark abgekiirzt angegeben. Hinzel- 


1) Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. SI, 629 (1929); Science, 
«10, Nr. 1816, S. 381—382 (1929). 
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heiten gehen aus dem Obigen und aus unseren friiheren Arbeiten 
hervor. 

Priparat 7.  Hefekochsaft—Dialyse—PbAc,— Quecksilber- 
nitrat—Phosphorwolframsiéure—Pikrinsaéure—AgNO,—-AgNO,-+ NH,. 
ACo = 88000. 

10,32 mg Substanz, bei 105° getrocknet, gaben nach 
Verbrennung mit Schwefelsiure—Perhydrol 67,8 mg Strychnin- 
phosphormolybdat = 0,759 mg P = 7,36°/) P. Dieser Phosphor- 
sehalt entspricht einem Molekulargewicht von 420. (Das Praparat 
wurde zu den oben beschriebenen Versuchen wber Fraktionierung 
der Ba-Salze sowie zu Versuchen tber die Wirkung der Muskel- 
adenylsiiure auf die Giérung verbraucht. (\Vgl. eine folgende Arbeit.) 

Priparat 27. Kochsaft—Dialyse—PbAc,—H,SO,. [Sind 
Bleisulfat oder Bleisulfid oder andere Niederschlage schwer filtrier- 
bar, so kann ausgeglihtes Kieselzur oder gealtertes Tonerde- 
hydrat (Aluminiumhydroxyd Bb, Willstatter) zugesetzt werden, 
aber selbstverstandlich nur zu sauren Losungen]. Tonerde—Phos- 
phat — Baryt — Quecksilbernitrat — Phosphorwolframsaure — Pikrin- 
siiure—Silbernitrat—AgNO, + NH,. ACO = 97000. 

10,8 mg Trockensubstanz gaben 77,5 mg Strychninphosphor- 
molybdat. Der daraus berechnete Phosphorgehalt von 8,05° , 
entspricht einem Molekulargewicht von 385. Eine zweite Phosphor- 
bestimmung an 14,1 mg Substanz gab 102,0 mg Molybdat = 
8,099/, PB. 

56,0 mg Substanz gaben bei der Kjeldahlbestimmung 9,20 mg 
Stickstoff = 16,5°/, N. Dies entspricht, wenn mit 5 Stickstoff- 
atomen des Adenins gerechnet wird, einem Molekulargewicht 
von 425. 

Die Mikroelementaranalyse (Dr. A. Schoeller) gab keine gut 
iibereinstimmenden Werte, obgleich die vermutlich wegen des 
Phosphorgehaltes schwer verbrennliche Substanz mit CuO und 
KCIO, vermischt verbrannt wurde. Im Mittel wurde erhalten: 
C 36,6°/5; H 14,6°/5; N 15,8°/, (vgl. die Kjeldahlbestimmung). 

Priparat 80. Im groBen und ganzen dasselbe Isolierungs- 
verfahren wie bei Praparat 27. Einige Modifikationen, besonders 
bei der Elution aus dem Al-Sorbat, hatten eine bedeutende In- 
aktivierung zur Folge, so daB das schheBliche Produkt nur 
ACo = 43000 hatte. Der Phosphorgehalt dieses Priéiparates war 
aber auch bedeutend kleiner als gew6hnlich, némlich 5,3°/5. 

Priparat 87. Dieses Priparat wurde direkt aus frischer 
Brauereihefe (aus der hiesigen Hamburger Brauerei) hergestellt. 
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Bleiacetat - H,SO, - Baryt - Al- H,PO, -Baryt - Quecksilbernitrat - 
Phosphorwolframsiure-Pikrinsiure-Ag NO, -AgNO, + NHs. 

ACo = 150000. 

$40 mg gaben in der P-Bestimmung 58,4 mg Molybdat, 
d.h. 7,799) P. 33,6mg gaben in der Kjeldahlbestimmung 
5,65 mg N = 16,8°/, N. 

Zuckerbestimmung nach Hydrolyse: Proben von 3,40 mg Sub- 
stanz in 4cem Wasser wurden mit 1 cem 4 n-HCl versetzt und 
in geschlossenen Réohren im kochenden Wasserbade gehalten. Nach 
Abkithlen wurde mit Bicarbonat neutralisiert und die Reduktion 
nach Schaffer und Hartmann!) bestimmt. Parallelproben mit 
reiner Arabinose. Die maximale Reduktion war schon nach 
380 Minuten erreicht, wurde aber auch bei langerem WKochen nicht 
wesentlich kleiner. Die Reduktion entsprach 1,86 mg Arabinose. 
(Dieser Wert kann vielleicht etwas zu hoch sein, da das abgespaltene 
Adenin, das nicht entfernt worden war, mdglicherweise etwas 
storend gewirkt hat.) 














Zusammenfassung % 0/,/M Molekulares Verhiltnis 
P 7,79 0,251 | 
N 16,8 1,20 4.8 
Pentose 40,0 0,266 1,07 








Die Isoherung eimes Brucinsalzes wurde versucht: 34 mg 
Substanz in 10 cem H,O wurden mit 60 mg Brucin in etwas 
heiBem Alkohol versetzt. Beim freiwilligen Verdunsten krystalli- 
sierte die Masse strahlig. 0,35 ¢ Substanz in 100 cem Wasser 
und 0,7 g Brucin in 50 cem Alkohol wurden gemischt. Nach [in- 
engen auf 30 cem und Kihlen krystallisierten feine Nadeln aus 
= brucin. Beim weiteren Einengen der Mutterlauge im Vakuum- 
exsiccator bildete sich ein Glas, das nicht krystallisierte. Is wurde 
deshalb in Wasser gelést und mit Alkohol im UberschuB gefiillt. 
Der mit viel Alkohol und Ather gewaschene Niederschlag wurde 
im Hochvakuum getrocknet. 28,0 mg Substanz gaben nach Ver- 
brennen 0,130 g Strvchninphosphormolybdat. Die Substanz ent- 
halt also mit 5,2°/, P viel weniger Brucin, als einem Brucinsalz der 
Phosphorséure entspricht. Dies steht wohl mit der leicht ein- 
tretenden Hydrolyse des Salzes im Zusammenhang. Die Substanz 
wurde in Wasser gelést, Baryt zur alkalischen Reaktion zugesetzt 


') Schaffer u. Hartmann, J. of biol. Chem. 45, 378 (1920). 
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und Brucin mit Chloroform entfernt. Nach Zugabe von BaAc, 
wurde eine kleine Triibung abfiltriert und das Ba-Salz mit Alkohol 
gefallt, gewaschen und getrocknet. 85,4 mg Ba-Salz wurden in 
HC] gelost und in der Hitze mit H,SO, gefallt: 37,3 mg BaSO, = 
21,9 mg Ba = 25,79/5. 8,54 mg Ba-Salz gaben in der P-Bestim- 
mung 41,0 mg Molybdat = 5,399/,. Der Ba-Gehalt gibt ein Mole- 
kulargewicht des Nucleotids von 390. Der Phosphorgehalt ent- 
spricht M == 435. 

Priparat 46. WKochsaft-Bleiacetat -NaSH-Al-H,PO0,-Baryt- 
(uecksilbernitrat-Phosphorwolframséure-AgNO,-AgNO; -+ NHsg. 
ACo == 130000. 

9,15 mg des Priparates enthielten 0,570 mg P = 6,25°/, P. 

Zuckerbestimmungen nach einstindiger Hydrolyse mitn-H,S0O, 
von je 3,43 mg Substanz gaben maximal 1,18 mg Zucker, als 
Arabinose berechnet = 34,5°/,. (Entspricht M = 435.) 

Minstitindige Mrhitzung der Co-Zymaselésung bel po = 6 oder 4 
ergab keme wesentliche Abspaltung von reduzierendem Zucker. 
Dies ist von groBem Interesse mit Hinsicht auf die Tatsache, dah 
die Co-Zymase durch einstiindiges Kochen auch in neutraler 
Losung beinahe vollstaéndig maktiviert wird. Auf diese Frage 
kommen wir im anderen Zusammenhang zuriick. 

Priparat 49. | Kochsaft-Bleiacetat-NaSH-Al-H,PO,-Ba- 
Ho(NO,).-Phosphorwolframsaure-AgNO,-AgNO; -++ NHs3. 

ACo L50000. 

10,15 mg Substanz enthielten 0,726 mg P = 7,15°/5. 40,6 meg 
gaben in der WKjeldahlbestimmung 6,89 mg N = 17,0°/5. Mole- 
kulares Verhiltnis P: N = 1: 5,25 (statt 1: 5). 

Auch mit einer Loésung dieses Praparates wurde festgestellt, 
daB durch eistiindiges Kochen in neutraler Lésung keine nennens- 
werten Zuckermengen bzw. Adeninmengen freigesetzt werden. 

0.4 Substanz in 100 cem Wasser und 0,6 g Strychnin in 
50 cem heiBem Alkohol wurden gemischt. Beim Kuhlen schied 
sich ein kleimer Teil des Strychnins wieder ab. Nach Filtrieren 
wurde auf 50 cem eingeengt. Noch einige Strychninkrystalle 
wurden abfiltriert. Die Mutterlauge krystallisierte aber auch nach 
sehr langem Stehen im Vakuum nicht. 

Priparat 55. Kochsaft-Bleiacetat-Al-PO,-Ba-Hg(NO3).- 
Phosphorwolframsiiure-AgNO,-AgNO, + NHs. 

ACo = SO000. 

12.2me Substanz enthielten 0,946 mg P oder 7,76 
0.5 ¢ Substanz in 10 eem Wasser wurde mit BaAc, und mit | 


con 


( 
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zu px = 9 versetzt. Nach Beseitigung einer klemen Tribung 
wurde in viel Alkohol eingegossen. Das Ba-Salz fiel teilweise 
milchig aus, so daB beim Zentrifugieren ein recht groBer Verlust 
entstand. Das gewaschene Salz wurde mit H,SO, zersetzt. ACo 
der Lésung 110000. 

1,625 mg dieses Priiparates gaben nach der Hydrolyse 0,67 mg 
reduzierenden Zuckers als Arabinose berechnet, d. h. 41° 4 Pentose. 

Priparat 61.  Jsochsaft-Bleiacetat -Al-H,PO,- Quecksilber- 
nitrat -Phosphorwolframsiure-AgNO,-AgNO, -+- NHs. 

ACo = 90000. 

12,75 mg Substanz enthielten 0,803 mg P oder 6,3°/, P. 

Aus dem mit AgNO, und NH, gefallten Silbersalz wurden 
1,53 ¢ Nucleotid gewonnen. Das abfiltrierte Ag,S wurde in Salpeter- 
siiure gelést und in gewohnlicher Weise mit HCI gefallt. Es wurden 
1,219 ¢ AgCl oder 0,918 g Ag gefunden. Rechnen wir mit emem 


8 


Molekulargewicht des Nucleotids = 880, so finden wir: 














g g/M | mol Verhéltnis 
Ag 0,918 0,86 2,15 
Nucleotid 1,53 0,4 l 


0,255 g des Praparates 61 in 50 cem Wasser wurden mit 
(Juecksilbernitrat vollstaéndig gefillt (etwa 1,5 cem  gesiittigter 
Losung). Der Niederschlag wurde sorgfiiltig mit Wasser gewaschen. 
(Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt, von He mit HS und 
dann von H,S befreit und im Giarungsversuch gepriuft. Sie ent- 
luclten nur etwa 4°/, der Co-Zymaseaktivitit.) Das Hg-Salz wurde 
in Wasser suspendiert und mit H,S zersetzt. Das Sulfid wurde 
abfiltriert, gewaschen, bei 105° getroecknet und gewogen = 0,240 ¢ 
Hes oder 0,207 g He. Aus dem Hg-Salz wurden 0,216 g des Nucleo- 
tids gewonnen. ACo = 98000. 








g oi M mol. Verhaltnis 
Nucleotid M = 380 0,216 0.000567 | 
Hye 0,207 0,001 O04 2 
P (im Ausgangsmaterial) 0,0161 0.00052 | 











Die Silber- und Quecksilbersalze des Nucleotids enthalten also 
Metallatome pro Atom P. 

Die durch die letzte Hg-Fillung erhaltene Loésung wurde auf 
» ccm eingeengt und ammoniakalisch gemacht. Im [Exsiccator ber 


») 
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CaCl, trocknete die Losung zu einem Glas ein, das auch nach 
langer Zeit nicht krvstallisierte. 

Priparat 64. Die 3°/jige Loésung des Priparates 61 gab 
mit viel AgNO, eine kleine Fallung. Nach ihrer Entfernung wurde 
die Co-Zymase mit NH, gefallt. Die aus dem Ag-Salz gewonnene 
Léosung hatte ACo = 80000. 18,2 mg Substanz gaben 102,4 me 
Molybdat = 1,15 mg P oder 6,32°/,. Durch die wiederholte Aus- 
fiillung mit Ag war also in Ubereinstimmung mit alteren Versuchen 
weder Reinheitsgrad noch P-Gehalt wesentlich geindert worden. 
Die Lésung wurde im Vakuum auf etwa 3°/, emgeengt und mit 
Aceton versetzt. Kine erste kleine Fraktion wurde verworfen. Der 
test wurde mit viel Aceton gefillt und gewaschen. Das getrocknetc 
Produkt (ACo = 100000) hatte folgende Zusammensetzung: 


P  7,55°/, 


H 4,65 4,63°/, 
C 37,47 37,27°/5 Dr. A. Schoeller. 


N 14,13 14,33°/, 

Die Analyse dieses Priiparates, das ja nicht zu den allerreinsten 
zahlt, stimmt, besonders was den Kohlenstoffgehalt betrifft, nicht 
sehr gut auf Adenylsiure, indem sie zu wenig N und zu viel ( 
enthalt. 

Priparat 68—69. Kochsaft-PbAc,-NaSH-Al-H,P0,- 
Baryt-Quecksilbernitrat-Phosphorwolframsiiure-AgNO,-AgNO, 

+ NH, = Loésung 68. 

ACo == 60000. 

17,2 mg Substanz gaben 93,1 mg Molybdat = 1,04 mg P = 
5 id 

250 cem einer 0,7°/sigen Loésung des Praéparates wurden im 
Vakuum auf 30 cem eingeengt und mit viel Aceton gefallt. Der ge- 
waschene Niederschlag wurde in Wasser gelést, wieder mit Aceton 
vefallt, gewaschen und im Hochvakuum getrocknet = Praparat 6". 

ACo SOOO00, 

12,6 mg enthielten 1,03 mg P = 8,15°/5. Kjeldahlbestimmungy: 
105,6 mg Substanz gaben 16,45 mg N oder 15,6°/). Auch diese 
Substanz enthalt im Verhiltnis zum Phosphorgehalt zu wenig \. 
Das Verhaltnis P: N ist 1: 4,2 statt 1:5. 

Priparat 72. Kochsaft-PbAc,-NaSH-Al-H,P0O,-Ba- 
He(NO,),-Phosphorwolframsiure-AgNO,-AgNO, -++ NHs. 

ACo 140000, 

12,85 meg des Praparates gaben 90,9 mg Molybdat = 1,02 my 
P oder 7,92" 4. Die 0,5°/,ige Lésung des Priparates wurde 3 Stunden 
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bei Zimmertemperatur mit frisch gefalltem BaCOy, geschiittelt. Die 
abfiltrierte Lésung wurde im Vakuum eingeengt und mit Alkohol 
vefillt. Das Salz wurde im Hochvakuum tber PO; getrocknet. 
0.3985 ¢ des Salzes lésten sich vollkommen klar in wenig Wasser. 
Die Lésung wurde auf 100 eem verdiinnt und auf dem Wasserbade 
mit 20 cem 4 n-H,SO, gefillt. Das gegliihte BaSO, wog 0,1007 ¢ 
0.0593 ¢ Ba oder 14,9°/) Ba. Filtrat und Waschwasser wurden auf 
200 cem verdiinnt. 10¢em davon (19,938 mg Salz) enthielten 
141mg P = 7,07°/5. 20 cem (89,85 mg Salz) gaben in Ijel- 
dahl 5,39 mg N = 13,5°/9. Zusammenfassung: 














lo 0/)/M Mol.-Verhaltnis 
Ba 14,9 0,109 l 
P 7,07 0,228 2.09 
N 13,5 0,965 8,9 


Die Analyse dieser Substanz stimmt also gut auf das saure 
Ba-Salz eines Adeninmononucleotids. Daf ein saures Salz bei der 
veschilderten Darstellungsweise gebildet werden wirde, war ja auch 
zu erwarten. Das aus dem Ba- und P-Gehalt berechnete Molekular- 
vewicht ist etwa 880. 

170 cem des BaSO,-Filtrates (0,339 ¢ Ba-Salz) wurden wiihrend 
“) Minuten im kochenden Wasserbade erhitzt. Nach dieser Zeit 
ist nach friiheren Versuchen die Abspaltung des Adenins_ voll- 
stiindig. Die erkaltete Lésung wurde mit HgSO, in H,SO, voll- 
stiindig ausgefillt, der Niederschlag sorgfiltig gewaschen, in 
Wasser + emigen T'ropfen HCl gelést und mit H,5 entquecksilbert. 
Das Sulfidfiltrat wurde zur Trockne verdampft, das krystalli- 
sierte Hydrochlorid in Wasser gelést und mit Pikrinsiiure gefiillt. 
Das Pikrat wurde zweimal aus heiBem Wasser umkrystallisiert, im 
Porzellanfiltertiegel abgesogen, mit etwas kaltem Wasser ge- 
waschen und im Hochvakuum bei 150° getrocknet. Krhalten 
wurde 0,164 ¢ Adeninpikrat = etwa 0,06 ¢ Adenin. Etwa 75°/, 
des Stickstoffes des Ba-Salzes wurden also in Form des reinen 
Pikrates wiedergefunden. Das Pikrat wurde auBer durch Schmelz- 
punkt usw. (vgl. friihere Arbeiten) auch durch Mikroelementar- 
analyse charakterisiert (Dr. A. Schoeller). 


(gefunden 36,08°/, berechnet  36,22°/, 
36,24°/, 

H ‘ 2,32°/ ” 2,20°/, 
2,25°/, 

N ” 29,979/, 3 30,7 */, 


‘ 0/ 
30,19, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII. 1b 
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Von cinem Teil des Priparates 72 wurde auch ein Calcium- 
salz hergestellt. Die Lésung wurde mit einem Uberschu8 von dem 
erwihnten Reagens nach Fiske und Subbarow versetzt. Die 
ganz klare Losung wurde in viel Alkohol eimgegossen und der 
Niederschlag mit Alkohol gewaschen und getrocknet. 

0,1507 ¢ wurden in Wasser mit etwas Essigsiure gelést und 
in der Siedehitze mit Ammonoxalat gefillt. Das Ca wurde als 
Oxvd gewogen = 26,5 mg oder 18,9 mg Ca. Die Substanz ent- 
hilt also 12,6°/) Ca. 15,7 mg enthielten 0,910 mg P oder 5,80°/,. 


P 5,809/, 0/,/M = 0,187 Mol.-Verhaltnis — 1 
Ca = 12,6 %/ 9 == U,415 9 = 2,2 


Dieses Ca-Salz, das aus stark alkalischer Lésung gefallt wurde, 
enthilt also zwei Metallatome pro Atom P. 


5. Ausbeute. 

Die Gewinnung der reinsten Co-Zymasepriparate ist  selbst- 
verstiindlich mit groBen Verlusten an aktivem Stoff verbunden. 
Besonders die ersten Operationen der Reinigungsarbeit, wo sehr 
croBe Mengen von Lésungen und Niederschligen behandelt werden 
miissen, sind oft von betrichtlichen Aktivititserniedrigungen be- 
vleitet, nicht so sehr durch Zerstérung der Co-Zymase, wie vic!- 
mehr durch Sorption an zu entfernende Niederschlige. Oft konnten 
nur wenige Prozente der Co-Zymasemenge des Kochsaftes als ge- 
reinigte Substanz wiedergefunden werden. Das anfangs  ge- 
schilderte Al-Sorptionsverfahren hat sich aber auch in dieser be- 
zichung als vorteilhaft erwiesen. 

Kir die Beantwortung der Frage, ob die isoherte Verbinduny 
(Nucleotid) wirklich die aktive Co-Zymase ist, ist es natiirlicher- 
weise selir wesentlich, ein Verfahren zu haben, das die Isolieruny 
wenlgstens der gréBeren Menge der wirklich vorhandenen Co- 
Zymasemenge in Form des Nucleotids erméglicht. Durch sorg- 
filtige Ausfiihrung der Reinigung, besonders durch griindliches 
Waschen aller Niederschlige kann bisweilen eine recht gute Aus- 
beute erzielt werden. Beispiel: 5000 cem ,,verdimnter Kochsaft”’ 
wurden mit PbAec, gefillt und der Niederschlag mit 2000 ccm 
Wasser gewaschen. Pb wurde mit NaSH gefallt, das Bleisulfid 
mit 500 ccm Wasser gewaschen. Erhalten wurden also 7500 ccm 
»Pb-gereinigte Lésung. Diese wurde mit 80g AI,(SQO,); und 
500 com 4+ n-NH, ausgefillt. Das abzentrifugierte Sorbat wurde 
in der Zentrifuge mit 9 Liter Wasser ausgewaschen, dann mit 
2000 ccm Wasser -+ 25 cem $5°/jiger HzPO, 2 Stunden geschiittelt. 
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Dureh Filtrieren und Nachwaschen wurden 2600 cem ,,Al-Elution’’ 
erhalten. Sie wurde mit Ba von PO, befreit, der Niederschlay 
mit etwas Wasser gewaschen = 2750 cem ,,PO,-freie Elution’. Die 
mit Quecksilbernitrat daraus erhaltene Fiaillung wurde mit 1 Liter 
Wasser ausgewaschen und mit H,5 zersetzt = 750 cem ,,Hg-ge- 
reinigte Lésung’’. In der frither beschriebenen Weise wurde nun 
aus schwefelsaurer Losung mit Phosphorwolframsiiure gefillt, das 
ausgewaschene Phosphorwolframat nach van Slyke zersetzt, die 
H,SO, mit BaOH, entfernt und wie gewohnlich zweimal nuit Ag 
cefiillt. Wir erhielten schheBlich 800 cem ,,Co-Zymaseldsung 55”. 
Folgende Tabelle gibt tiber die Aktivitiiten der Losungen und dic 
Ausbeuten Auskunft: 




















lo) _ 

rh Raia 
cem CO, & ZElo Aus- 
Zusitze ; Sele ¥ °15 =F] beute 
15’ 30% 45’) 60" 90! St Bape ~] oo, 

_ yee 
0.2 com ,,verdiinnter Kochsaft* 1,1 12,4 | 4,1 | 5,6 | 8,5 6 30 [5000] LOO 
0.3 cem ,,Pb-gereinigte Lésung’ |0,9 2,4 4,2 5,7) — 6 20 |7500) 100 
Ot com ,,Al-Elution* 0,8 1,9 3,0 4,3 7,2 5,8} 58 (2600! 100 
(1 com ,,PO,-freie Elution‘ 0.5 °1,5 2,6 3,6) 5,7 4,1} 41 2750) 75 
0,04 ccem ,,Hg-gereinigte Lésung’ [0,6 1,25 2,1 3,1 5,1 4,0} LOO | 750], 50 
0,05 com ,,Co-Zymaselésung 55° 12 3,4 5,9 84 —I{>10 |>200 | 300] >40 


Die Co-Zymaselésung 55 hatte, wie friiher erwalnt, ACo 
S0000, nach Acetonfiillung ACo = 110000. Der Wochsaft hatte 
ACo = etwa 1000. Mit emer Ausbeute von etwa 40°/) konnte 
also die aktive Substanz unter Abtrennung von etwa 99°), des 
Ausgangsmateriales, die imaktive Beimengungen sind, isoliert 
werden. Bei Arbeiten im gréBeren Mabstabe werden selbstverst iind- 
lich die Operationen erschwert und die Ausbeute im allgemeinen 
verschlechtert. 


}t\* 








Uber Eigenschaften hochgereinigter Co-Zymasepriparate. 
Von 


Karl Myrbiick und Hans y. Euler. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1931.) 


Die im folgenden erwahnten Untersuchungen sind an Co- 
Zymasepriparaten von Reinheitsgraden um ACo = 100000 aus- 
gefiihrt worden. Diese Priiparate haben, wie in friiheren Arbeiten 
an Hand von vielen Beispielen gezeigt wurde, eine Zusammen- 
setzung, die stark an die der bekannten Adeninnucleotide er- 
innert. Der Phosphorgehalt ist also in den besten Priiparaten 
etwa 8°/5. Bariumsalze mit sowohl ?/,- als 1 Ba-Atom pro Atom P 
wurden gewonnen. Der Stickstoffgehalt der Priparate und Ba-Salze 
stimmt auch recht gut auf eine Adenylsiure oder damit nahe 
verwandte Substanz. Der allergréBte Teil des Stickstoffs konnte 
nach Hydrolyse des Nucleotids als Adenin wiedergefunden werden. 
Das Adenin wurde als das wohlkrystallisierende Pikrat identifi- 
alert. Der Stickstoffgehalt (und auch der P-Gehalt) unserer Co- 
Zymasepriiparate ist im allgemeinen etwas miedriger als der der 
bekannten Adenylséuren. Der Kohlenstoff-Wasserstoffgehalt ist 
dagegen hoher. Ob dies nun damit zusammenhiinet, daB unsere 
Substanz im Molekil auBer den drei bekannten Komponenten der 
gewOhnlichen Nucleotide, Base, Kohlenhydrat und Phosphorsiure, 
noch eine Komponente mit viel Kohlenstoff und kemem Stick- 
stoff enthilt, oder nur damit, daB dem Nucleotid fremde Stofte 
beigemischt sind, wissen wir noch nicht. (Wir wenden also in 
folgenden nur mit Vorbehalt die Ausdriicke Adenylsiiure, Nuc- 
leotid usw. an. Dasselbe gilt fiir die Bezeichnung des bei der Hydro- 
lyse entstehenden reduzierenden Kolilehydrats als Pentose.) 

Viel scheint nun tatsiéchlich dafiir zu sprechen, daB die Co- 
Zymasewirkung an dieses Nucleotid gebunden ist. Nicht nur, 
daB alle bisher gewonnenen Priparate (von ACo gréBer als 80000) 
sehr nahe dieselbe Zusammensetzung gehabt haben, sondern es 
hat sich herausgestellt, daf Eingriffe, die zu einer Zerst6runy 
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des Nucleotids, wie zur Abspaltung der H,PO,, fiihren, von einer 
parallelen Abnahme der Aktivitaét begleitet sind. 

Da die Abscheidung des Nucleotids in krystallisierter Form 
bzw. als ein krystallisiertes Salz bisher nicht gelungen ist, haben 
wir u. a. versucht, die Substanz durch Hydrolyseversuche usw. zu 
charakterisieren. 

Keine der bekannten Adenylsiiuren zeigt die Co-Zymasewirkung 
(vgl. eine folgende Arbeit). 


1. Die Abspaltung des Phosphors. 

Durch saure Hydrolyse wird die Phosphorsiiure in unseren 
Priparaten freigemacht, allerdings nicht besonders schnell. Die 
Kinetik dieser Spaltung ist von grofem Interesse, besonders 
beziiglich der Frage der von Lohmann behaupteten Co- 
Zvinasewirkung des Adenosintriphosphats. Dieser in dem Muskel 
vorkommende, in den Kohlehydratumsatz vermutlich irgendwie 
eingreifende Stoff wird duerst leicht in Muskeladenylsiure 
und Pyrophosphorsiure zerlegt (Lohmann!), Fiske und Sub- 
harow?)| und die Pyrophosphorsiiure weiter in Orthosiiure ge- 
spalten. Die Geschwindigkeiten dieser Spaltungen in saurer 
Losung sind soviel gr6Ber als die der anderen in den hier in Frage 
kommenden Materialien in nennenswerten Mengen vorkommenden 
phosphorséureliefernden Verbindungen, daB eine Bestimmung 
des Pyrophosphats durch Bestimmung der nach kurzer Zeit ab- 
vespaltenen Menge Orthophosphorsiure mdglich ist, und zwar 
wird nach Lohmann die in n-HCI nach 7 Minuten im kochenden 
Wasserbade freigesetzte Phosphorsiuremenge gemessen. 

Abgesehen davon, daB die behauptete Co-Zymasewirkung 
des Adenosintriphosphats, wenn sie ttberhaupt existiert (vgl. eine 
folyende Arbeit), so klein ist, daB sie unter keinen Umstiinden 
die Wirkung unserer Co-Zymasepriiparate erkléren kann, war 
selbstverstiéndlich zu untersuchen, ob unsere reinsten Substanzen 
uberhaupt Adenosintriphosphorsiiure bzw. Pyrophosphorsiiure ent- 
halten. Dies war ja aber schon nach den Analysen unserer 
Co-Zymase nicht zu crwarten. Beispiel: 

Von dem Co-Zymasepraparat 27 (ACo = 97000) mit 8,07°/, P) wurden 
je 13,5 mg in 5cem Wasser mit 1,3 ccm n-HCl versetzt, eingeschmolzen 
und im kochenden Wasser erhitzt. Nach den unten angegebenen Zeiten wurde 
cin Rohr gekihlt und geéffnet. Der Inhalt wurde mit 54 ccm Wasser aus- 
gespult und mit 20 ccm Embdenreagens gefallt. Maximal ist aus der an- 
yewandten Substanzmenge 1,09 mg P zu erhalten. 


1) Lohmann, Naturw. 17, 624 (1929). 
*) Fiske u. Subbarow, Science 70, 381 (1929). 
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mg Strychnin- Monomolekulare Konstante 
Zeit in Minuten phosphor- me P= X =... ™_ 1,09 
molybdat 06 1,09 — X 
TD 4,0 0,045 2 +1073 
120) 46,4 0,520 2,3° 107% 
240) 69,0 0,774 2,2° 10-3 











Wir konstatieren, daB die Spaltungskurve vollkommen konti- 
nuierlich verliuft. Von einer schnelleren Abspaltung von Phos- 
phat wihrend der ersten Minuten, die auf einen Pyrophosphat- 
vehalt deuten kénnte, ist keine Rede. Der Versuch wurde mit 
demselben Resultat bei anderen Priparaten wiederholt. Als 
Mittel fiir die Spaltungsgeschwindigkeit finden wir k = 2,2-10-°. 
Zum Vergleich sei angefihrt, daB Yamagawa?) fiir die Spaltung 
in 0,1 n-H,SO, bei 100° fiir Mononucleotide folgende Werte fand: 


Adenosinphosphorséure (aus Hefenucleinsiure) . . .  1,66°107~% 
({uanosinphosphorséure. . . . ...... . . +. 1,67°107° 
PRORONMOIENIS cc te tte tne 
Uridinphosphorséure .........2.. =... =. 046-107? 
Inosinphosphorsiure .............. . 0,47°107% 
Hexothymidinphosphorsiure . .... 4.2... 0,73° 107° 


In recht guter Ubereinstimmung mit itisan. Werten fanden 
Mmbden und Schmidt?) 


Hefe-Adenosinphosphorsiure ........ =... 2 :1073 
I lel oe GS st ew Ele 
Muskeladenylsiure . . . : eee ee eo eee 


Fir normale Séure Falsdlian fisvens und Jorpes (vgl. weiter 
unten) in Versuchen, die mit meinen Versuchen vergleichbar sind, 
foleende ungefihren Werte: 


Hefeadenylsaure . . . . . | 
Pankreasguanylsdure. . . f+ +--+ +++ +++ 50109 
H ydrocytidinphosphorsaure | 
Cytidinphosphorsiure aus Hefe . .......... 42:107% 
Inosinsiiure 2-10-3 


Die Co-Zymase toile fideo is von uns aus ‘Hote isolierte 
nucleotidiéhnliche Substanz) gehért also zu derselben Gruppe wie 
die Inosinsiiure (und die Muskeladenylsiiure) und unterscheidet 
sich deutlich von der aus der Hefenucleinséiure gewinnbaren 
Adenosinphosphorséure. Noch ausgepriigter begegnen wir den- 
selben Verhiltnissen ber der Abspaltung des Adenins in saurer 
Losung (vgl. unten). 


') Yamagawa, J. of biol. Chem. 43, 339 (1920). 
-) Embden u. Schmidt, Diese Z. 181, 130 (1929). 
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2. Uber die Inaktivierung der Co-Zymase. 

Die Inaktivierung der Co-Zymase bei 100° in normaler 
Siiure wurde zum Vergleich mit den Hydrolyseversuchen  fest- 
vestellt. 6 cem einer Co-Zymaselésung 35 (ACo = 20000) wurden 
mit 2cem 4n HCI im kochenden Wasserbade erhitzt. Nach den 
unten angegebenen Zeiten wurde 1 cem herausgenommen, mit 
NaOH neutralisiert und auf 10 cem aufgefillt.. Davon wurden die 
in der Tabelle angegebenen Mengen zu den Giirungsversuchen 
genommen: 





A 2 = ‘ M ~ =| 
er . pa a Garzeit Stunden AGT 
Erhitzungszeit = BS] s] oy, 
: Eb. | ORI ¢ 
oN] 05/1 /1,5) 2 (25) 3 (35) 4 [SO s 
Vor dem Er- 0,2 10,6 (1,7'2,9) 4,9 7,7 10,5) - — 15.6 |28 - 
hitzen 0,3 [0,6 | 2,7) 7,1) 11,2 | 8,5 [28 
! 
| 0,2 [0,35 08/14 > 21/28 3.71/48) 60] 2 10 
© Minuten 03 JO5 O08 1,6) 2,5) 3,7, 5,0 68) 9,0] 3,7 [12] 38 
| 04 [0,5 0,8 1,7 2,7|4,0| 5,5|7,7| 10,0] 4 10 
20 Minuten 04 10,25 0,6/1,0) 1.6/2.1) 2.73.7) 44]1,.6 | 4] 15 


= oe 


eem Kohlensiure 




















Aus dem Wert der Zerst6rung nach 5 Minuten’ berechnen 
wir die ungefaéhre Inaktivierungskonstante k, = 80-10-°, 

Aus der Lésung 35 wurde durch Fillung mit) Phosphorwolf- 
ramsiiure usw. eine Lésung 36 erhalten mit ACo = etwa 50000. 
Proben davon wurden in 1In-HCl erhitzt. Nach verschiedenen 
Zeiten wurde 1 cem unter Neutralisieren auf 10 cem verdiinnt. 























S o 4 es . ‘ = S c E 
7 Og Garzeit: Stunden oS 18 Fy - 
Erhitzung af Pe aie 0 
ES. oi w lag bee (ene 
Vor dem Er- O1 JOS 21 3,7 6 4 1) 100 
hitzen 02 11,3 4,1 85 110) — 8 1() 
2 Minuten bei 0,1 70,3 1,0 1,8 27 | 32 2.1 21 ar 
100° 0,2 | 0,6 | 1,6 | 3,1 5,0 8&0 8 2. 
| 
2 Stunden bei 0,1 10,7 | 2,0 | 35 ax 40185100 
Zimmertemp. 0,2 1,1 | 3,6 | 7,0 — : te vis 
cem Kohlensaure 


Aus der Inaktivierung bei 100° finden wir k, == etwa 120-10-°. 
Die Zerstérungsgeschwindigkeit dieses reineren Priiparates scheint 
also etwas gréBer zu sein als die der Lésung 85. Unter allen Um- 
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stiinden ist die Zerstérung der Aktivitét der Co-Zymase wenigstens 
50mal schneller als die Abspaltung des Phosphors. Die Inaktivie- 
rung durch 1In-Séure ist ber Zimmertemperatur nur sehr un- 
bedeutend. (Der Umstand, daB die Inaktivierung der Co-Zymase 
In n- Siiure mit etwa derselben Geschwindigkeit verlauft wie dic 
Pyrophosphatspaltung nach Lohmann, miissen wir wohl als 
einen Zufall betrachten. Sollte die Co-Zymase eine Pyrophosphor- 
siiureverbindung sein, miissen wir den SchluB ziehen, daB unsere 
reinsten Priiparate neben dem Nucleotid nur Spuren der aktiven 
Substanz enthalten.) 

Wie schon frither erwaéhnt wurde, verliéuft die Phosphor- 
siiureabspaltung aus unserer Substanz bei Krhitzen in neutraler 
oder nur ganz schwach saurer Lésung (px = 4—7) auBerordentlich 
langsam. Die Inaktivierung ist dagegen in neutraler Loésung 
schneller als in sechwach saurer!), um in schwach alkahischer Losung 
sehr schnell zu werden. Von dem Priparat 87 (ACo = 150000; 
7,79°/, P) wurden 7mg (=0,55 mg P) wahrend 1!/, Stunde in 
n- NH, im kochenden Wasserbade gehalten. Nach Neutralisieren 
und Verdiinnen wurde nach Embden gefallt. Eine ganz schwache 
Tribung (weniger als 0,05 mg P), die erhalten wurde, zeigt, dali 
die Phosphorsiureabspaltung in ammoniakalischer Loésung_ nicht 
crOBer ist als in saurer. 

Die Abspaltung der Phosphorsiiure aus dem Nucleotid in 
saurer Losung kann also nicht die Inaktivierung der Co-Zymase 
erkliren. 

3. Abspaltung des Adenins. 

Wir kénnen ohne Zweifel annehmen, daB die einzige stick- 
stoffhaltige Komponente des Nucleotids Adenin ist. Bei der sauren 
Hydrolyse wird das Adenin freigesetzt, kann mit Silber oder Queck- 
silber abgeschieden und z. B. als das wohlkrystallisierende Pikrat 
identifiziert werden. Bei der Abspaltung des Adenins wird dic 
reduzierende Gruppe des Kohlenhydrates frei und kann nach den 
cewOhnlichen Methoden nachgewiesen und einigermafen quan- 
titativ bestimmt werden. Eine einwandfreie quantitative Bestim- 
mung ist ja eigentlich erst médglich, wenn die Natur des Kohlen- 
hydrates festgestellt ist. Dazu kommt nun in diesem Falle, wi 
unten gezeigt wird, daB kein freier Zucker, sondern eine reduzic- 
rende Zuckerphosphorsiiure bet méBiger Hydrolyse entsteht. Da 
es ja an sich nicht unwahrscheinlich ist, da®B das Kohlenhydrat 


1) Euler u. Myrback, Diese Z. 138, 1 (1924). 
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eine Pentose ist und es die gewohnlichen Pentosenreaktionen 
cibt, so durfte man, ohne allzu groBe Fehler zu machen, die Be- 
rechnung der Reduktionsversuche nach der Reduktion bekannter 
Pentosen vornehmen kénnen. [Hier sei darauf hingewiesen, dab 
man nach alteren Versuchen die bei der Siuredestillation erhaltenen 
Furfurolmengen im Verhaltnis zu der berechneten Pentosemenge 
nur klein sind, was wohl mit der langsamen Hydrolyse der Phosphor- 
siiuregruppe in Beziehung gesetzt werden kann. Von gréBtem 
Interesse ist nun, daB Embden und Schmidt (a. a. O.) festgestellt 
haben, daB aus der Muskeladenylsiiure im Gegensatz zu der Hefe- 
adenylsiiure nur ganz wenig Furfurol bei der Destillation nach 
Youngburg und Pucher gebildet wird.| 

Zu den folgenden Versuchen itiber die Bildung reduzierenden 
Zuckers aus unserem Nucleotid wurde nach der Methode von 
Shaffer und Hartmann mit reiner Arabinose eine HKichkurve 
festgelegt und die unten angegebenen ,,Pentosemengen“ daraus 
entnommen. Als Beispiel sei ein Hydrolyseversuch mit dem Co- 
Zymasepraiparat 37 angefiihrt. (ACo = 150000, 7,79°/, P.) Proben 
von je 3,4mg Substanz wurden mit 5 ccm 0,8 n-HCl in ein- 
seschmolzenen Rodhren im kochenden Wasser erhitzt. Nach 
schnellem Abkithlen wurde mit Bicarbonat neutralisiert und die 
teduktion bestimmt. 





Erhitzungs- | ak | 1,36 
zeit in Min. | meDse A} & = 4-8 136 — 1 
in mg , 
Nicht erhitzte Probe . . . 10 (0,3) 
Mit H,O erhitzte Probe. . 10 (0,3) 
~ ian ~ “er 100 (0,5) 
NaHCO, erhitzte Probe 10 (0,3) 
Mit 0,8 n-HCl erhitzt. . . 10 0,92 48.1073 
Ld 1,12 49-1079 
30 1,35 _ 
100 1,36 a 











Nach einer halben Stunde ist also aller Zucker frei, oder hat 
jedenfalls die Reduktion ihr Maximum erreicht. Die Reduktion 
sinkt bei laéngerem Erhitzen nicht, was dafiir spricht, daf das 
Maximum nicht durch gleichzeitige Freisetzung und Zerstéruny 
des Zuckers vorgetiuscht wird. Dafiir spricht auch, daB der 
..Pentosengehalt’ von etwa 40°/, recht gut auf ein Mononucleotid 
stummt. Vergleichen wir die Geschwindigkeit der Adeninabspaltung 











von den berechneten Mengen: 
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(k = 49-10-%) und die der Phosphorsiurebildung (k = 2-10-3), so 
finden wir also, daB das Adenin etwa 25 mal schneller freigesetzt 
wird als die Phosphorsiure. Das Nucleotid wird also bei der 
sauren Hydrolyse anfangs in Base und Kohlehydratphosphor- 
siiure gespalten. Dies ist von einiger Wichtigkeit, weil in dieser 
Beziehung grobe Unterschiede zwischen den bekannten Nucleotiden 
vorhanden sind. In der folgenden T'abelle sind zum Vergleich 
mit der Co-Zymase einige Werte tiber die Hydrolyse anderer 
Nucleotide nach Levene und Jorpes!') angefiihrt. Die Zahlen 
bedeuten freie reduzierende Gruppe bzw. Phosphorsiure in Prozent 


























22 
23 
Nucleotid au 10 Min. 
cb 
so} PO, Zucker 
4 
Hefeadenylsaure ] 72,8 80,4 
Pankreasguanylsaure 74,8 | 84,2 


Hydrocytidinphos- 








phorsiure aus Hefe | 2 67,3 71,3 
(‘ytidinphosphor- 

siure aus Hefe . . l 10,6 99 
Inosinséure ... . l 4.13 95,1 


»Co-Zymase* . . . | O.8 | 4,4 65 


nucleotiden. 


Hvdrolysezeit 


30 Min. 


PO, Zucker | 


728 | 83.5 
89,6 92,6 


75,0 76,8 


11.6 9.4 
12.9 95.5 
15 oO 


Moglichkeit vorhanden, die als Zwischenprodukt 
Kohlehydratphosphorsiure zu isolieren. 
sucht. Nach Hydrolyse mit Schwefelsiure wurde das Adenin mit 
Quecksilbersulfat entfernt, iberschiissiges Hg mit Schwefelwasser- 
stoff gefallt und schlieBlich Schwefelsiure und die kleine Mene: 
freier Phosphorsiiure mit Baryt beseitigt. Ein recht schwerlésliche- 
Ba-Salz einer Kohlehydratphosphorsiure wurde auch erhalten, 


1) Levene u. Jorpes, J. biol. Chem. 81, 595 (1929). 


60 Min. 


PO, 


Zucker 


90.4 


Unser aus Hefe gewonnenes Mononucleotid gehdért also in 
dieser Beziehung zu derselben Gruppe, wie die Inosinsiiure (unc 
Muskeladenylsiiure) und steht in scharfem Gegensatz nicht nur zu 
den Pyrimidinnucleotiden, sondern auch zu den durch Hydrolyse 
von Hefe- und Pankreasnucleinsiure gewonnenen Purinmono- 


Da bei miSiger Hydrolyse ohne wesentliche Freimachung von 
Phosphorsiiure alles Adenin abgespalten werden kann, ist ja di 


entstehend: 


Dies wurde auch ver- 
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konnte aber bisher nicht in krystallisierter Form abgeschieden 
werden. Die Moéglichkeit, das Kohlenhydrat nach der Hydrolyse 
(frei oder als Phosphorsiureester) zu identifizieren, wird selbst- 
yverstandlich dadurch sehr beschriinkt, daB wir nicht wissen, ob 
nicht durch die Erhitzung Umlagerungen zustande kommen. [Hs 
scheint sogar aus den unten zu beschreibenden Versuchen hervor- 
zugehen, daB® sich die optischen Eigenschaften des Nucleotids bet 
Erhitzen &ndern, ohne daB eine Hydrolyse stattfindet. 

Untersuchen wir nun, ob die Hydrolyse des Nucleotids in 
saurer Losung die Inaktivierung der Co-Zymase erkliiren kann, so 
finden wir, daB dies wahrscheinlich nicht der Fall ist. In normaler 
Siure sind die Geschwindigkeiten etwa: 


Phosphorséureabspaltung ..... . k= 2°107% 
Adeninabspaltung. ......... ~& 50: 10-3 
Inaktivierung ........... &€> 1010-3 


Dazu kommt nun, da in neutraler bzw. schwach alkalischer 
Lésung die Hydrolysen nur éuferst langsam gehen, die Inakti- 
vierung dagegen schnell. Schon aus alteren Versuchen mit weniger 
reinen Co-Zymaselésungen geht hervor, daB sich die Inaktivierungs- 
ceschwindigkeit in alkalischer Lésung sehr rasch vergr6Bert (Muler 
und Myrbick, a. a. O.). Beispiel: 

















Inaktivierungskonstante bei 

PH Cen eee eee 

709 | 80° | 85° | 9) | 100° 
5 0 0 2-107? 6-107° 0 
6 0 10—3 5-107% 16-107 % >50-10—-3 
7 0 4-107~° 15-107° > 30-1073 sehr groB 
8 10~3 16-1073 >30-1073% sehr gro 
9 7+1078 25+10~8 sehr groB ¥s - 


Ist unsere Annahme richtig, daB® das von uns isolierte Nucleotid 
(lie Co-Zymase ist, so muB, um die Hitzeaktivierung in neutral- 
schwach alkalischer Lésung zu erkliren, eine Umlagerung oline 
Abspaltung von Adenin oder PO, angenommen werden. Wir haben 
u. a. untersucht, wie sich die optische Drehung der Substanz bei 
Erhitzen verhalt. 


4. Optische Eigenschaften. 


Unsere Nucleotidlésungen haben cine recht schwache Links- 
drehung. Beispiel: 
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Praparat 27. (ACo = 97000, 8,07°/, P.) Untersucht in 0,81°/, Lésung 
in 1 dm-Rohr. Lichtquelle Quecksilberbogenlampe. Beobachtet — 0,25”, 


[x] = etwa 30°, 


Praparat 46. (ACo = 130000, 6,25°/, P.) 3,05°/, Lésung drehte in 1 dm 
Rohr — 0,50°. [a] = etwa — 17°. 


Priparat 49. (ACo = 160000, 7,15°/, P.) 4,06°/, Lésung drehte in 1 dm 
Rohr — O,85°. [a] = etwa — 21°. 


Die Drehung unserer Substanz ist also in saurer Losung von 
derselben GroBenordnung wie die der Hefe- und der Muskeladeny!|- 
siiure, die nach Eembden und Schmidt (I. ¢.) in 10°/) HCl die 
spezifischen Drehungen —36,5° und —26° haben. In 2°/) NaOH 
haben diese zwei Adenylsiuren eine hdhere Linksdrehung als in 
saurer Losung, niimlich die spezifischen Drehungen —56° bzw. 

47,5°. Die Drehung unserer Substanz in alkalischer Losung haben 
wir noch nicht mit Sicherheit feststellen kénnen, weil die Loésungen 
bei Gusatz von starkem Alkali tief gelbrot werden. Jedenfalls 
haben wir beobachtet, daB bei einem Priparat die Linksdrehuny 
in n- NaOH groBer war, als bei der natiirlichen Aziditat. 


Bet saurer Hydrolyse schlagt die Linksdrehung des Nucleotids 
in deutliche Rechtsdrehung um. Die obenerwiihnte 3°/pige Losung 
des Priiparates 46 wurde mit 4 n-H,SO, auf 2,3°/) verdiinnt und 
im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach emer Erhitzung von 
40 Minuten, die zur vollstiindigen Abspaltung des Adenins aus- 
reicht, wurde abgekithlt und die Drehung in 1 dm-Rohr zu +-0,55°" 
bestimmt. Rechnen wir mit Spaltung einer Adenylsdure von go- 
wohnlichem Molekulargewicht in Adenin und die entsprechende 
Pentosephosphorsiure, so sollte die spezifische Drehung dieser 
0,33 
0,014 

Wie oben angedeutet, ist die bei Erhitzung eintretende Hydro- 
lyse viel zu langsam um die Hitzeinaktivierung der Co-Zymase cr- 
kliren zu kénnen. Will man an der Annahme festhalten, dab 
das Nucleotid die Co-Zymase ist, so muf angenommen werden, 
daB dic Inaktivierung auf einer anderen Reaktion als Abspaltuny 
von Adenin oder PO, beruht. Man kénnte dann vielleicht erwarten, 
daB sich die Inaktivierung durch Anderung der Drehung der Sub- 
stanz kundgeben sollte. Es wurde auch gefunden, daB bei lr: 
hitzung der Co-Zymaselésungen bei px = 4 bis 6 die Linksdrehuny 
stark abnimmt, ohne daB weder Adenin, noch freie Phosphor: 
siiure in nennenswerten Mengen auftreten. Ob diese Drehungs- 


Siiure etwa - +24° gein. 
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abnahme so schnell ist, daB sie mit der Inaktivierung in Be- 
ziehung gesetzt werden kann, wissen wir noch nicht mit Bestimmt- 
heit. Beispiel 1: Das Priiparat 46 zeigte, wie erwihnt, in 3°/jiger 
Losung im 1 dm-Rohr eine Drehung von —0,50°. Kin Teil der 
Lésung wurde im zugeschmolzenen Rohr 2 Stunden bei 98° ge- 
halten. In demselben Rohr drehte die Loésung nun —0,10°. Die 
erhitzte Lésung gab mit dem Embdenreagens keinen Niederschlag. 
Die Bestimmungen nach Shaffer-Hartmann vor und nach der 
Krhitzung zeigten, daB die (vermutlich nur scheinbare) Reduktion 
nur so viel zugenommen hatte, als einer Abspaltung von héchstens 
10°/, des Adenins entspricht. Beispiel 2: Die 4°/jige Loésung 49 
hatte die Drehung —0,85°. Nach einstiindiger Erhitzung war die 
Drehung auf —0,09° gesunken. Kein Phosphor war frei und die 
Reduktion hatte tiberhaupt nicht zugenommen. 


5. Desaminierung. 


Kmbden und Schmidt (I. ¢.) haben die Desaminierung der 
Hefe- und der Muskeladenylsiure verglichen. Wihrend aus der 
Muskeladenylsiiure die Inosinsiiure leicht als das charakteristische 
Bariumsalz gewonnen werden konnte, gab die Hefeadenylsiiure ein 
Produkt, dessen Ba-Salz sehr leicht loslich war. 


Wir haben die Desaminierungsgeschwindigkeit unserer Sub- 
stanz mit der der Hefe- und Muskeladenylsiiure verglichen. Das 
Muskeladenylsiurepriiparat verdanken wir Herrn Professor 
G. Embden. Durch Kjeldahlbestimmungen wurde der Stickstoff- 
gehalt der Substanzen bestimmt und daraus der Gehalt an NH,- 
Stickstoff berechnet (= 20°/, des Totalstickstoffes). Die Des- 
uiuinierungsversuche wurden in dem Mikro-van Sly ke-Apparat 





0/, des Aminostickstoffes frei 
cit Ger Einekiung Fk siataeaeiniae 
Minuten Hefeadeny]- Muskel- 


Co-Zymase i" Glykokoll 
siure adenylsiure 
: | 
5 ee ee 100 
15 68 64 8] - 
30 a 67 | 
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ausvefthrt. Die in der Tabelle angefilirten Werte bedeuten Pro- 
zent des berechneten SchluBwertes. Parallelversuch mit Glykokoll 
zeigt, daf die Ausfiihrung der Versuche die normale Des- 
aumimerungsgeschwindigkeit aliphatisch gebundenen Amuinostick- 
stoffes bedinet. 

Bei allen dreien Nucleotiden ist also die Desaminierungs- 
veschwindigkeit sehr viel geringer als bei der aliphatischen Amino- 
siiure. Unter sich sind die ,,Adenylsiiuren’ dagegen nicht stark 
verschieden. Moéglicherweise wird die Hefeadenylsiiure etwas lang- 
sumer als die anderen angegriffen. 

Mit Versuchen iiber die Isolierung der bei der Desaminieruny 
vebildeten Hypoxanthosinphosphorsiure (?) sind wir beschaftigt. 




















Uber die enzymatische Spaltbarkeit gepaarter Gallensduren. 
Von 


W. Grassmann und Kali Pada Basu. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1931.) 


Fir die priparative Zerlegung gepaarter Gallensiiuren ist man 
bisher so gut wie ausschlieBlich auf die Methode der Hydrolyse 
mit heiBer, starker Lauge angewiesen. Dieses Verfahren ist wenig 
schonend und la8t die Moéglichkeit unerwiinschter Umlagerungen 
im Gallensiiuremolekiil offen. Wir haben daher die auch phy- 
siologisch wichtige Frage geprift, ob und in welchem Umfange 
eine Spaltung gepaarter Gallensiiuren durch lIermente,  ins- 
besondere durch die Enzyme des Darmtraktes herbeigefiihrt 
werden kann. Diese Frage ist schon von A. Smorodinzew!) im 
Rahmen einer Untersuchung tber Histozym beriihrt worden. In- 
dessen gestattet die auBerordentlich primitive Methodik von 
Smorodinzew kaum eine sichere qualitative, geschweige denn 
eine quantitative Aussage uber das Ergebnis der ausgefiahrten 
Spaltungsversuche; denn weder auf Grund der Loslichkeit der 
Ba-Salze, noch mit Hilfe der J-Reaktion von Mylius koénnen 
Tauro- und Glykocholsiure von der Cholsiiure eindeutig unter- 
schieden werden. Nach der von Smorodinzew vertretenen Auf- 
fassung ist das Histozym fiir die Hydrolyse der gepaarten Gallen- 
siuren verantwortlich zu machen; die inzwischen aufgefundenen 
und beschriebenen Carboxy-Polypeptidasen vermégen aber gleich- 
falls acylierte Aminosiuren zu zerlegen, ohne daB ihr Spezifitiits- 
bereich von demjenigen des Histozyms geniigend scharf abgegrenzt 
ware, und es war daher die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, 
da auch diese an der Hydrolyse der Gallensiuren beteiligt sein 
wirden. 

Tauro- und Glykocholsiure, deren Spaltung genau wie die- 
jenige anderer acylierter Aminosiuren durch Titration in alkoho- 
lischer Lésung quantitativ verfolgt werden kann, wurden in 


') Diese Z. 124, 123 (1922). 
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unseren Versuchen weder durch Glycerinausziige aus Pankreas 
oder Darmschleimhaut noch durch gereinigte Trockenpriparate der 
Pankreasproteinase und der pankreatischen Carboxy-Poly peptidase 
in nennenswertem Mae zerleet. Auch Leberausziige erwiesen sich, 
als vollkommen unwirksam. Dagegen finden wir, tibereinstimmend 
mit Smorodinzew, eine recht deutliche Spaltung durch Nieren- 
extrakt. Allerdings verliuft auch die Einwirkung des Nieren- 
fermentes, die optimal bel etwa pa = 8 erfolgt, mit verhiltnis- 
miaBig geringer und zudem rasch abklingender Geschwindigkeit, 
so daB die enzymatische Hydrolyse hier gegeniiber der rein che- 
mischen kaum vorteilhaft erscheint. Das positive Ergebnis mii 
Nierenextrakt und der negative Befund mit Pankreasausziigen 
schheBen cine Beteiligung der pankreatischen Carboxy-Poly- 
peptidase aus und sprechen fiir eine Histozymwirkung im Sinne 
von Smorodinzew. Die geringe, aber deutliche Spaltbarkeit 
durch Aspergillusausziige scheint diese Annahme zu stiitzen, denn 
auch dieses Knzymmaterial enthilt hippursiurespaltendes Fer- 
ment.?) Auch die Tatsache, daB Glykocholséure erheblich, niim- 
lich rund sechsmal rascher zerlegt wird als Taurocholsiiure, kann 
in diesem Sinne gedeutet werden. Denn das Histozym scheint in 
erster Linie auf die Spaltung von Acylderivaten des Glykokoll- 
eingestellt zu sein, wihrend es die Acylverbindungen anderer, be- 
sonders stark saurer Aminosiiuren in weit geringerem Mae oder 
gar nicht angreift.2) Der Angriff der Carboxy-—Polypeptidase wird 
dagegen, wie angenommen wird’), umgekehrt gerade durch den 
sauren Charakter des Substrates begiinstigt. 

Kine wesentliche Beteiligung der Nierenfermente am Gallen- 
siiurestoffwechsel erscheint wenig walhrscheinlich; die beobachtete 
Zerlegung gepaarter Gallensiuren diirfte vielmehr als eine phy 
siologisch wenig bedeutsame Nebenwirkung des Histozyms zu be- 
trachten sein. Dagegen scheint der negative Ausfall der mit T’er- 
menten der Pankreasdriise und der Darmschleimhaut  unter- 
nommenen Versuche eine gewisse Beachtung zu verdienen. Dic 
durch Versuche von M. Schiff4) begriindete Vorstellung vom 
Kreislauf der Gallensiiuren diurfte, entgegen eimer in der Literatur 


—™.) 


') C. Neuberg u. Mitarbeiter, Biochem. Z. 145, 186 (1924); 147, 372 
(1924). 

“) H. Kimura, J. of Biochem. (Japan) 10, 207, 225 (1929). 

3) k. Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 61, 640 
(1928). 

4) Pflivers Arch. 3, 598 (1870). 
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weitverbreiteten Meinung!), dahin zu interpretieren sein, daB die 
Gallensiuren nicht nach vorausgehender Spaltung, sondern im 
wesentlichen in ungespaltener Form vom Darm aus resorbiert 
und auf dem Wege tber Pfortader und Leber der Gallenblase 
wieder zugefiihrt werden. Allerdings ist mit der Moeglichkeit zu 
rechnen, daB ein Teil der Gallensiiure unter bakteriellem Einflub 
eine Zerlegung erfihrt. Denn ebenso wie zahlreiche Fiiulnis- 
erreger dirften auch die Darmbakterien zu einer Zerlegung ge- 
paarter Gallensdéuren befiihigt sein. 


Tabelle 
Verhalten gepaarter Gallensiuren gegen verschiedene [nzym- 
materialien. 
(Die Angaben der Tabelle beziehen sich auf die Titrationsprobe von 2 ccm, 
in der '),, Millimol der angewandten Gallensiure gelést enthalten ist. Der 





vollstindigen Spaltung entspricht ein Aciditatszuwachs von 2 cem. ¢ — 40°.) 
| 
Spal- Spaltung von Kontroll- 
I _— tungs- | Taurochol- Glykochol-]|) versuch 
SnZVmmMaterl . 2 ‘ 
nzvm Pu zeit siiure saure ohne Sub- 
(Stdn.) (cem n/20-KOH) strat 
(lycerinauszug aus | 
vetr. Pankreas (0,2 ecm }] 8,07) 24 O45 O85 
entspr. 10 mg Driise) | 
Trockenpraparat des ) 
ireanahagreg i. so v.. 8 (2 2] O10 0.03 O00) 
teinase “—- fw aie ag (| 5,0°) =) 0.15 0.13 0.00 
peptidase), 0.2 mg; mit | ; 
Kinase aktiviert J 
(;lycerinauszug aus | 
Darmschleimhaut 7,8) 1S 0.00 0,00 O15 
(0.2 com) | 
Glycerinauszug aus | 8 (2 34 — 02 0.03 
frischer Le ber (O,2 cem) ff} ° 72 O00) 0,00 OM) 
(: lycerint ; | 3() O10 O60) (0) 
( c —_ > 
soon. a 8,7?) 89) 20 120) — 0,02 
frischer Niere (0,2 ccm) “s ~ 
135 = 1.50 
Papal Zz f 9 
pain (Witte), 2 mg,| 7.0?) 17 (05 O20) W.O5 
mit HCN aktiviert | 
Wasserauszug 
r zug aus Asper- 8.0?) 74) O00 O30 On) 
villus or,zae (0,4 cem) 














') Vel. z. BL W. D. Halliburton, Handbook of Physiology, London 


-) Eingestellt mit n/10-Ammonacetat- Ammoniakvemisch. 
) Kingestellt mit m/30-Phosphatgemisch. 
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Die angewandten Organausziige waren durch 15—20stiindige Extraktion 
der frischen, griundlich zerkleinerten Organe mit 10 Teilen Glycerin gewonnen, 
der Aspergillusauszug durch etwa Istiindiges Auslaugen einer getrockneten 
Kleiekultur des Pilzes mit 10 Teilen Wasser. Das Trockenpraparat des ge- 
reinigten Pankreastrypsins war aus den in bekannter Weise!) vom ereptischen 
Anteile befreiten Lésungen durch Fallung mit Aceton—Ather erhalten worden. 

Die Praparate der Tauro- und Glykocholsiure verdanken wir dem Ent- 


gegenkommen von Herrn Geh.-Rat Wieland. 


Tabelle 2. 
Spaltung von Glykocholsiiure durch Nierenextrakt 
ber wechselnder H’. 
(In der Titrationsprobe von 2 ccm sind enthalten 1/,, Millimol Glykocholsaure 
und 0,4ccm Nierenauszug. py hergestellt durch m/12-Primarphosphat 
Ammoniakgemisch. Spaltungszeit 23 Stdn. ¢ = 40°.) 





Spaltung in 
IH . 
I com n/20-KOH "he 
TO O15 Te 
S.0) 0.60 30 
8.5 ODD at | 
Yt) O17 8.) 
95 O15 7.9 





Die bei der spontanen Fiaulnis der Rohgalle auftretenden 
Faiulniserreger bewirken, wie der folgende Versuch zeigt, eine 
giemlich kriftige Zerlegung gepaarter Gallensiiuren. 

Ochsengalle wurde 3 Tage bei 389° aufbewahrt. Nach dieser 
Zeit war eme kriftige Faulnis eingetreten (px am Inde = 6,2). 
2 cem der faulenden Galle wurden mit 5 cem Glykocholatlosung, 
1’, Mithmol Glykocholsiiure enthaltend, versetzt und nach Zusatz 
von 2 ¢em m/3-Primiarphosphat-NH.-Mischung von pa = §,5 aul 
lO cem aufgefillt. Der durch Titration von 2 cem-Proben er- 
mittelte Aciditaétszuwachs betrug 

nach 23 Stunden 0,35 cem n/20-KOH, entsprechend 17°/, Spaltung, 

ae | rn 0.40cem n/20-KOH, 2 20°/9 
iin Blindversuch ohne Gallensiiurezusatz ergab keinen deutlichen 
Aciditiitszuwachs. 

Der Deutschen Akademie sind wir fiir die Gewahrung eines 
Forschungsstipendiums an den emen von uns (Kk. P. Basu) zu 
eroBem Danke verpflichtet. Ebenso danken wir der Deutschen 
orschunesgemeinschaft sowie der Indischen Chemischen Gesell- 
schaft fiir die gewaihrten Beihilfen. 


1) Vol. KE. Waldsechmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Diese Z. 156, 68 (1926) 


») 


und zwar S. 8 











Girung und Wachstum in getrockneten Hefezellen. III. 
Von 
Chr. Barthel, H. v. Euler und R. Nilsson. 


Mit 2 Figuren im Text. 


‘Aus der bakteriologischen Abteilung der landwirtschaftlichen Zentralversuchsstation, 
Experimentalfaltet und aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1951.) 


Diese Untersuchungsreihe!)*) ist begonnen worden zur Be- 
antwortung einer speziellen enzymchemischen [rage beziiglich der 
Hefengirung. Es war von mehreren Seiten, besonders von Kosty - 
tschew unter Hinweis auf EK. Buchners quantitativ ungeniigende 
Beweisfiihrung, da®B die Gaérung in Dauerpriparaten rein enzyma- 
tisch verliuft, behauptet worden, daB die Girung der Trockenhefe 
auf die in solehen Priparaten immer vorkommenden lebenden 
Zellen zuriickgefiihrt werden kann. Damit wiirde also — zuniichst 
hinsichtheh der Trockenhefe — die Trennbarkeit von Giéirung und 
Fortpflanzungsvermégen verneint oder wenigstens in Frage ge- 
stellt sem. Da eindeutige quantitative Versuche zur [entscheidung 
lierttber nicht vorlagen, schien es notwendig, Girung und Ver- 
mehrungsfihigkeit von Trockenhefe unter solehen Bedingungen zu 
untersuchen, die Gewiihr leisten, daB wiihrend des [Experiments 
keine dem Trockenpraparat nicht angehérenden Hefezellen in die 
cirende Lésung gelangen. 

Durch die in unserer ersten Mitteilung!) beschriebene Ver- 
suchsanordnung wurde?) festgestellt, dab sich ,,in emer luft- 
vetrockneten Unterhefe, deren Garkraft nur um etwa 35°/, gegen- 
liber der frischen Hefezelle vermindert ist, nach ihrer Behandlung 
mit Alkohol, Ather und Chloroform unter vollstiindigem Ausschlufi 
von Infektion folgender Bruchteil an lebenden Zellen findet: 


Lebende Zellen zu Beginn der Garung Sf 40000 
Gesamtzellen nach 48 Stunden Gdrung  / 31500 


1) H.v. Euler u. Chr. Barthel, Diese Z. 159, 85 (1926). 
*) Barthel, Euler u. Myrback, Diese Z. 188, 2567 (1929). 
17 








Chr. Barthel, H. v. Euler und R. Nilsson, 


Is muBten also mehr als 99,98°) der gesamten Giarleistung auf 
die Wirkung  nichtfortpflanzungsfihiger Zellen  zuriickgefthrt 
werden.” 

Nach diesem eindeutigen quantitativen Ergebnis hegt keine 
Veranlassung mehr vor, an der Tatsache einer enzymatischen, von 
lebenden Zellen unabhingigen Giérung zu zwelfeln. 

Das Ziel unserer Untersuchung ging aber iiber diese spezielle 
Feststellung hinaus, und zwar knipfen unsere weiteren Frage- 
stellungen daran an, daB in unserer 2. Untersuchung nach Alkohol- 
und Atherbehandlung noch eine, allerdings kleine, Menge fort- 
pflanzunysfihiger Zellen vorhanden war. Man hat friiher aéhnliche, 
wenn auch minder gut defimierte Befunde damit abgetan, daf 
eme gewisse Anzahl von Zellen die Austroecknung uberdauert, und 
dies wiirde auffallenderweise auch fiir die Alkohol- und Ather- 
hbehandlung celten. 

Wir hatten indessen schon in unserer ersten Mitteilung mit 
der Moglichkeit einer Regeneration der Hefezellen gerechnet und 
das Problem so formuliert: Unter welchen Umstianden und_ bis 
zu welchen Grenzen gehen die getrockneten und mit Alkohol be- 
handelten Zellen wieder in den fortpflanzungsfihigen Zustand 
liber ? 

Dieser Frage wurde in dieser Untersuchung experimente!l! 
niiher getreten, indem die hinsichtlich ihrer Giarfahigkeit cha- 
rakterisierte Troekenhefe steril nicht nur auf ihre unmittelbare 
Fortpflanzungsfihigkeit gepriift, sondern unter Vermeidung des 
Zutrittes fremder Zellen lingere Zeit unter solehen Bedingungen 
vehalten wurde, welche fiir eine Fortpflanzung giinstig waren. 

Die Hefe, mit welecher wir diesmal experimentieren, und 
welche, wie die in der zweiten Mitteilung verwendete, bei der 
Troecknune und Alkoholbehandlung einen hohen Grad von der 
Girfiliekeit der frischen Hefe beibelielt, erbot auch insofern em 
hesonderes Interesse, als sie sich nach der obigen Troecknung als ganz 
fortpflanzungsunfilig erwies. Unsere neuen Versuche zeigen also 
noch deutlicher als alle friheren die quantitative Trennbar- 
keit des Fortpflanzungsvermoégens von der Garkra ft. 


Experimenteller Teil. 


Die zu den Versuchen benutzte Hefe war eme Trocken- 
unterhefe, und zwar ohne Selbstgirung (0.2 ¢ Trockenhef 
caben in 4 Stunden nur 0,9 cem CO,). Die Behandlung mit Alkoho! 
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und Ather wurde in vorher sterilisierten und getrockneten Ge- 
fiBen vorgenomimen. Jeder Kolben wurde mit 1 g Trockenhefe 
heschickt. Nach verschiedener Vorbehandlungsdauer wurde der 
Alkohol bzw. Ather durch das Rohr b weggesogen, wobei immer 
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mit Ather!) nachgespilt wurde. Zuletzt wurde trockengesogen. 
Die Art der Vorbehandlung der verschiedenen Proben geht aus 
der Tab. 1 hervor. 

Tabelle 1. 





Behandlungsdauer (Stunden) 
Probe : 
Alkohol Ather Alkohol 
I 4 
I] + 19 12 
il 4 19 144 
IV 4 1) 216 





A. Chemische Untersuchung. 


Die vorbehandelte Hefe wurde linsichtlich ihrer enzymati- 
schen Wirksamkeit mit der nichtvorbehandelten Hefe verglichen. 
Untersucht wurde Methylenblaureduktion, Garung, Phosphorylie- 
rung und Carboxylasewirkung. 

Die Methylenblaureduktion wurde fiir alle Vorbehandlungs- 
veiten durchgefilhrt. 


1) Der Ather war — durch Behandlung mit Ferrum reductum 


s I} i ‘T¢ xvdfrei. 
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(Gesaint- 
18 mg _ hexosediphosphorsaures Na + 50 me 


Zusammensetzung der Mb-Reduktionsmischung 


Volumen 2,5 cem): 
I —-Na-Phosphat +- 250 7 Mb. pa = 6,5. Versuchstemperatur 20°, 


Tab. 2 gibt cine Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse. 


Tabelle 2. 


Kntfarbungszeit (Minuten). 








mg Trockenhefe 
Probe 

ov 73 100 

Nicht vor- ‘ — 
behandelte Hefe Is 0,0 9,0 
Probe 1 12 ~ 4,5 
I] 1] 6.0 4.5 
» Ill 12 7,0 5,5 
i» a 7,0 5,0 3,5 


Wie ersichthceh hat die Vorbehandlung der Hefe in keinem 
Kalle ee Verminderung des Reduktionsvermogens herbeigefiihrt. 
In der letzten Probe scheint die Hefe sogar in dieser Beziehune 
etwas aktiviert zu sein, was indessen vielleicht auf giinstigerc 
Permeabilitiitsverhaltnisse zuriickzufiihren ist, die durch die Vor- 
behandlune eingetreten sein kénnen. 

Der Kinflu®& der Vorbehandlung auf das Gérungsvermogen 
wurde bei Probe III untersucht. 

Zusammensetzung der Géirungsproben Gesamtvolumen 2ccm): 
O1 ¢ Trockenhefe +- 0,1 ¢ Glucose +-50 mg K-Na-Phosphat + 7 mg 
hexosediphosphorsaures Na. pa = 6,5. Versuchstemperatur 30". 

Aus der graphischen Darstellung des Versuches (fig 1) geht 
hervor, daf die Vorbehandlung auf das Girvermégen der Trocken- 
hefe kemerle: EinfluB ausgeiibt hat. 

Die Phosphorvherung wurde mm der Probe IV untersucht. 
Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 5 cem): 0,25 g¢ Trocken- 
hefe + 0,25 ¢ Glueose + 125 mg K-Na-Phosphat + 18 mg hexose- 
diphosphorsaures Na. po = 6,5. Versuchstemperatur 30°. 


Tabelle 3. 


P-Bestimmung nach Embden in !), ccm Reaktionsmischung. 





mg P,O- 
Probe Be tee, 
0 Stunden 


3 Stunden | 

















Nicht vor- v6 ws ) 
behandelte Hefe 1,63 0,15 1,48 
Probe IV 1,63 O,14 1,49 
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Auch bei der Phosphorylerung wurde also keine Verschieden- 
heit gegenuber der nichtvorbehandelten Hefe beobachtet. 

SchheBlich wurde bei der Probe IV auch die carboxylatische 
Wirkung bestimmt. Reaktionsmischung (Gesamtvolumen 10 cem 
0.3 ¢ Trockenhefe +- 5 cem 0,5 mol. CH,-CO-COOK -+- 0,5 » 
KH,PO,. pu = 4,5. Versuchstemperatur 20°. 

Die Hefe verlielt sich auch in dieser Hinsicht véllig wie die 
nichtvorbehandelte Hefe. Nach den ersten 20 Minuten wurden 
3.5 ecm CO, erhalten. Eine parallel angestellte Probe mit der 
nichtvorbehandelten Hefe gab nach 20 Minuten — ebenfalls 
3,5 cem CQ,. 

Als zusammentassendes Hrgebnis der chemischen Untersuchung 
lift sich sagen, daB die Trockenhefe nach den Vorbehandlungen 
ire lier untersuchten enzymatischen Kigenschaften quantitativ 
heibehalten hat. 

Versuche mit Oberhefe. 

AnschheBend wurde der KinfluB der Alkohol—Atherbehandlung 

auf die Girkraft emer Trockenoberhefe studiert (Fig. 2). Die Vor- 





vehandlung der Proben I—IV wurde in genau derselben Weise 
vorgenommen wie bei der T'rockenunterhefe. Die gestrichelte Kurve 
stellt den Giarverlauf bei der unvorbehandelten Hefe dar. 
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Wie ersichtlich, iubt die Alkohol-Athervorbehandlung auch bei 
der Trockenoberhefe keinen ausgesprochenen EimfluB auf die 
Girkraft aus, 


Bb. Mikrobiologische Untersuchung. 


Zur Bestimmung der Zahl lebender (fort pflanzungsfahiger) 
Hefezellen wurde in folgender Weise verfahren: 1¢ der be- 
handelten und getrockneten Hefe wurde aseptisch entnommen 
und in einen sterilen Kolben mit 20 cem sterilen Wassers wber- 
vefuhrt. Nach kriaftigem Umschitteln wurde aus dieser Auf- 
schliammung mit emer Pipette 1 cem entnommen und in einen 
Kolben tbergefiihrt, der 199 cem steriles Wasser enthielt. Nach 
Umschutteln wurden die Hefezellen in’ einer Thomaschen 
Kammer gezihlt, wobei die Gesamtmenge der Hefezellen erhalten 
wurde. 

Die gleiche Aufschlimmung wurde mikroskopisch nach Zu- 
satz von Methylenblau untersucht, um die Gegenwart lebender 
Zellen direkt nachzuweisen. 

SchheBlich wurde eben dieselbe Hefenaufschlammung zur 
Herstellung von Plattenkulturen in Wirzegelatine verwendet. Im 
ganzen wurden von jeder Probe 6 Platten gegossen, und zwar 
2 mit 0,1 cem, 2 mit 0,5 eem und 2 mit 1,0 cem. 

Durch Ziihlung der auf den Platten wachsenden Kolonien im 
Vergleich mit der in der Hefen-Aufschlimmung gefundenen totalen 
Anzahl Hefezellen suehten wir somit das Verhaltnis zwischen der 
Anzahl lebender Zellen und der Gesamtzahl der Zellen zu ermitteln. 
Die Plattenkulturen wurden lange Zeit hindurch, namlich wher 
2 Monate, aufbewahrt, um spiit sich entwickelnden Zellen Ge- 
legenheit) zu geben, zu Kolonien auszuwachsen. Um das Aus- 
trocknen der Gelatine unter der langen Versuchsdauer zu ver- 
hindern, wurden die Plattenkulturen unter Glasglocken gestellt. 

In gewissen Fallen wurde die Hefe in einer sterilen Nahr- 
losung anstatt in sterilem Wasser aufgeschlammt. Diese Nahr- 
losung hatte foleende Zusammensetzune: 

12.5 ¢ Glucose -+- 62,5 cem 10° jiger Phosphatlésung (px 
6,5) 15 cem 5° ,iger Lésung Candiolin-Na -++ 10 eem emgeengter 
Hefenkoehsaft Wasser ad 250 cem. 

Die Hefensuspension in der Nahrldsung bheb bei 22° wihrend 
einer Stunde (in manehen Fallen linger) stehen, bevor die Platten 
vegossen wurden. Damit sollte den eventuell uberlebenden Hefe- 
zellen Gelegenheit gegeben werden, wieder aufzuleben, bevor sie 
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in die Wirzegelatine tibergefiihrt wurden. Es war niimlich nach 
friheren Angaben von Kostytschew moglich, daB die in der 
Trockenhefe befindlichen lebenden Zellen bei der unmittelbaren 
Uberfiihrung in Wurzegelatine nicht kraftig genug waren fir eine 
direkte Vermehrung, sondern zuerst eine Stimulierung wie die oben 
erwilhnte brauchten. 

Wir gehen nun zur Mitteilung der bei der Untersuchung der 
einzelnen Proben gewonnenen Resultate tiber. Mit jeder Hefen- 
probe wurden 2 Parallelversuche ausgefiibhrt. 

Probe IA. Bei der direkten mikroskopischen Untersuchung 
nach Zusatz von Methylenblau erwiesen sich siimtliche Zellen tief- 
blau gefirbt, also tot. Die Anzahl der Hefezellen in der Suspension 
(200 cem) = 6240000 per cem. Die Anzahl Kolonien in der Wiurze- 
selatine war nach 75 Tagen = 0. 

Probe IB. Methylenblau: Séamtliche Zellen tiefblau gefirbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 5600000 per cem. 





Anzahl Kolonien in der Wirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 
Probe ITA. Methylenblau: Samtliche Zellen tiefblau gefirbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 6200000 per ecm. 
Anzahl Kolonien in der Wirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 
Probe IIB. Methylenblau: Simtliche Zellen tiefblau gefiirbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 5480000 per cem. 





Anzahl Kolonien in der Wirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 
Probe IIIA. Methylenblau: Samtliche Zellen tiefblau gefirbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 7200000 per cem. 
Anzahl Kolonien in der Wiirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 
Probe IIIB. Diese Probe wurde nicht in Wasser aut- 
seschlammt, sondern in der oben erwiahnten sterilen Nihrlésung. 
Nach 1 Stunde wurden die Platten gegossen. 
Methylenblau: Samtlche Zellen tiefblau gefirbt. 
Anzahl Zellen in der Suspension = 5400000 per cem. 
Anzahl Kolonien in der Wiurzegelatine nach 75 Tagen = 0. 
Probe IV A. Methyvlenblau: Samtliche Zellen tiefblau gefarbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 5280000 per cem. 
Anzahl Kolonien in der Wurzegelatine nach 75 Tagen 0). 
Probe IV B. Diese Probe wurde in cleicher Weise wie LTILB 
behandelt, d.h. sie wurde in Niihrlésung statt in Wasser auf- 
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geschlimmt, worauf man die Suspension 1 Stunde bis zum GieBen 
der Platten stehen heb. 
Methylenblau: Simtliche Zellen tiefblau gefarbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 5640000 per cem. 
Anzahl Iolonien in der Wirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 


Die Nihrl6sung mit der Hefesuspension blheb dieses Mal noc}; 
weitere 48 Stunden bei 22° stehen. Hierauf wurden neue Wirze- 
velatineplatten mit der gleichen Menge von Nihrlésung gegossen 


wie friher. Auch auf diesen Platten traten keine Kolonien auf. 

Schheblich wurde auch eine Probe von derselben ‘Troecken- 
hefe untersucht, welche nur an der Luft getrocknet, aber nich: 
mit Alkohol behandelt worden war. (,,Nicht vorbehandelte Hefe*:. 





Methylenblau: Siimtliche Zellen tiefblau_ gefirbt. 
Anzahl Hefezellen in der Suspension = 5040000 per ccm. 
Anzahl Kolonien in der Wirzegelatine nach 75 Tagen = 0. 


In allen Proben fanden sich somit ausschheBlich tote (nich 
fortpflanzungsfahige) Zellen. 

Besonders wollen wir betonen, daB wir zur Erreichung voll- 
kommen sicherer Resultate auch die von uns angewandte Wiirze- 
gelatine auf ihre Verwendbarkeit als Nahrungssubstrat gepriit! 
haben, indem wir in derselben Kontrollkulturen mit verschiedene:: 
lebenden Heferassen anlegten. Dieselben entwickelten sich inner- 
halb 24 Stunden ber 22° zu normalen Iolonien. 


Das vollkommene Verschwinden der Fortpflanzungsfahigke:' 
der hier verwendeten Hefe hingt vielleicht damit zusammen, da!) 
diese Hefe keine Selbstgirung besaB, also frei von Reserve- 
kohlenhydrate war. Diese Vermutung scheint uns um so naher 
zu liegen, als man bekanntlich stark fortpflanzungsfahige Trocken- 
hefe darstellen kann, indem man die Trocknung aus Niéhrlésunz 
oder unter Zusatz von Nahrsubstrat vornimmt. Die Griinde fir 
eine groBere Resistenz von gemisteten Zellen kénnen wir noch nici! 
definieren. Ob das Alter oder die GréBe der Zellen hierbei ein 
Rolle spielt oder ob, unter dem Einflub gewisser Girprodukt«, 
Dauerformen ausgebildet werden, welche besondere Schutzstott 
enthalten, soll noch weiter untersucht werden. Die Feststellun- 
der Bedingungen fiir das Auftreten besonders resistenter Zellen i! 
niimlich fiir die Abgrenzung der Enzymkomplexe von Milk: 
organismen von allgemeinem und prinzipiellem Interesse. 
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Zweifellos verhalten sich verschiedene Hefestimme in dieser 
Hinsicht wie auch beziiglich ihres Verhaltens gegen Gifte, be- 
sonders Narkotica (Toluol, Chloroform) durchaus verschieden. 
Nur dadureh erklirt sich, daB noch in allerneuester Zeit 1) Kosty- 
tschew zu dem Resultat kommen konnte: ,,La sensibilité de la 
levure seche et surtout du jus de macération a l’égard des poisons 
étudiés est ou égale ou bien supérieure a celle de la levure vivante”. 
Unsere Hefen finden wir durchweg in frischem Zustande gegen 
Toluol so empfindlich, daB etwa 95°/, der Giarfihigkeit durch 
Toluolzusatz verschwindet, wihrend die gleiche Hefe im _ ge- 
trockneten Zustande von der Gegenwart von Toluol wenig  be- 
einfluBt ist.?) 


to 





1) Kostytschew u. Berg, Bull. de lacad. des Sciences de l’Urss, 
7. série, Nr. 7, 1930. 
*) Myrback u. Euler, Diese Z. 183, 226 (1929). 














Uber Zookinase. 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Arnulf Purr. 
(23. Mitteilung 
zur Spezifitit tierischer Proteasen.)?) 

























(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. April 1931,) 


Das Vorkommen eines natiirlichen Aktivators der intra- 
zelluliren katheptischen Enzyme in tierischen Organen und seine 
Bildung im Verlaufe autolytischer Prozesse haben E. Wald- 
schmidt-Leitz, A. Schaffner, J.J. Bek und E. Blum?) be- 
schrieben; dieser Aktivator, Zookinase, war nach seiner Funktion 
einem von QO. Ambros und <A. Harteneck%) aufgefundenen 
naturlichen Aktivator pflanzlicher Proteolyse, der Phytokinase, 
vergleichbar. Die Abtrennung der Zookinase von den begleitenden 
proteolytischen Enzymen war durchgefiihrt; sie gelingt z. B. aut 
Grund der Loslichkeit des Aktivators in verdiinntem Alkohol oder 
Aceton. Wie bereits kurz berichtet*), ist die Remigung der Zoo- 
kinase aus Leber bis zu krystallisierten Praparaten gefihrt, der 
Aktivator mit Glutathion in seiner reduzierten Form identifiziert 
worden. Inzwischen haben dann W.Grassmann, O. v. Schoene- 
beck und H. Bibeler®) auch die Identitét der Phytokinase 
mit Glutathion erwiesen.*) Im = folgenden beschreiben wir die 


1) 22. Mitteilung: Ber. chem. Ges. 64, 294 (1930/31). 

*) Diese Z. ISS, 17, und zwar S. 20 (1929 30). 

3) Diese Z. 181, 24 (1928/29). 

') kf. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. Balls, Naturw. IS 
O44 (1930). 

) Diese Z. 194, 124 (1980/31). 

6) Nach demnachst zu ver6ffentlichenden Versuchen mit W. Grass- 
mann wurde von uns auch der natiirliche Aktivator in Papainpraparaten 


mit Glutathion identifiziert. 
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Methode der Reinigung und die Analyse des reien Aktivators, 
dessen Isolierung in nahezu quantitativer Ausbeute erfolgt. 

Glutathion aktiviert die Proteolyse nur in seiner reduzierten 
Form.!) Seine besondere physiologische Bedeutung, welche in 
der Koppelung von Atmung und von intrazellulirer Proteolyse 
besteht, ist schon mehrfach gewirdigt worden.*) Der Gedanke’), 
ankniipfend an die Erschemung der Blausiureaktivierbarkeit des 
Kathepsins, daB zwischen Zellatmung und Proteolyse Zusammen- 
hiinge bestiinden, hat sich bestitigt. Allein es erscheint fraglich, 
ob es gerechtfertigt ist, den Gedanken einer Koppelung von 
Atmung und Proteolyse, der fur das intrazelluliir wirkende 
Kathepsin gegeben ist, auf die Wirkungen der tryptischen Enzyme 
zu iubertragen*), die tberwiegend extrazelluliire sind. Die  be- 
schriebene Aktivierbarkeit des Trypsins durch S-S-Verbindung, 
Cystin, auf welche jene Annahme sich stiitzte, hat sich noch nicht 
bestiitigen lassen. *) 

Kher scheint uns die Vorstellung einer Steuerung des intra- 
zellularen Eiweibumsatzes durch das Oxyvdo-Reduktionspotential 
im Sinne der Hydrolyse einerseits, der Synthese andererseits 
physiologischen Sinn zu besitzen. Es ist mieht sicher und noch 
nicht gepriift, ob Sulfhydrylverbindungen wie das Glutathion den 
KiweiBumsatz durch Kathepsin in beiden Richtungen, auch in der 
synthetischen, zu aktivieren vermégen. Der Gedanke, daB die 
Richtung enzymatischer Prozesse nicht nur durch WKonzentrations- 
iinderungen der beteiligten Stoffe, sondern auch durch besondere 
Aktivatoren verindert werden kénnte, scheint uns nicht nur fiir 
die Frage der intrazelluliren Proteolyse Beachtung zu verdienen. 
Man sollte prifen, ob nicht in Fiillen, in welchen man zu der An- 
nahme eines hydrolysierenden neben einem besonderen syntheti- 


1) Vel. W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. ©. v. Schoenebeck, 
Diese Z. 186, 183 (1929/30). 

2) KE. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. Balls: W. Grass- 
mann, O. v. Schoenebeck u. H. Eibeler, a. a. O. 

3) EK. Waldschmidt-Leitz, J. J. Bek u. J. Kahn, Naturw. 17, 85 
(1928/29). 

') Vel. dazu W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, 
Diese Z. 186, 183, und zwar S. 187 u. ISS (1929/30). 

°) Die Veréffentlichung unserer Versuchsergebnisse hieriiber stellen wir 
zuriick, da Herr Dr. W. Grassmann, Miinchen, brieflich eine Berichtigung 
seiner friiheren Angaben iiber die Aktivierung des Pankreastrypsins durch 
Cystin in Aussicht gestellt hat. 
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sierenden Enzyme gefiihrt war, so beim physiologischen Umsatz 
der Zucker-Phosphorsiureester, das Uberwiegen der hydrolytischen 
oder der synthetischen Reaktion durch die Mitwirkung reaktions- 
lenkender Hilfsstoffe erklart werden kann. 


Versuehe, 
1. Bestimmung der Zookinase. 


Rohpriparate. In einer friheren Untersuchung war fest- 
vestellt'), daB der Gehalt der Organe an Zookinase bei ilirer be- 
ginnenden Autolyse betrichtlich zunimmt. Fur die Darstellung 
des Aktivators empfiehlt es sich daher, die zerkleinerten Organe 
erst nach emer gewissen Aufbewahrungszeit zu verarbeiten. Wie 
Tab. 1 belegt, ist die spontane Aktivierung des Kathepsins in 
Schweineleber, welche auf der Bildung reduzierten Glutathions 
beruht, nach 4—s8 Stunden beendet; eine vollstaéndige Umwand- 
lung des gesamten vorhandenen S-S-Glutathions in die SH-Form 
scheint indessen damit noch nicht erreicht, der Aktivator in den 
Zellen vielmehr im UberschuB verfiigbar zu sein. Fiir die priipa- 
rative Darstellung haben wir es vorgezogen, die Autolyse des 
Organs nach etwa 4 Stunden abzubrechen und die Ausbeute an 
Aktivator durch eine spitere Reduktionsvornahme?) zu_ ver- 
vollstiindigen: denn die Bildung zahlreicher proteolytischer Ab- 
bauprodukte bet verlingerter Autolyse wire fiir die praparative 
Remigunge des Aktivators unerwiinscht. Die Abtrennung der 
Zookinase von den Proteasen der Leber nehmen wir, wie friiher 
besechrieben®), dureh Extraktion des zerkleinerten Organs mit 
verdimntiem Alkohol vor; aus den alkoholischen Ausziigen wird 
der Aktivator durch Zusatz von Ather gefiaillt. 

Die zur Priifung auf Zookinase in den Versuchen dieser Ab- 
handlung verwendete Kathepsinlésung wurde durch Extraktion 
von mit Aceton und Ather getroekneter Schweineleber mittels 
Glycerin?) gewonnen. Als Papainlésung diente ein frisch bereiteter 
wiibriger Auszng (1 eem auf 12 mg) aus Papavotinum 1:80 (succus 
caricac papavae siceatus, Merck). 


1) EK. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek u. E. Blum, 
Diese Z. ISS, 17, und zwar 8S. 32 (1929/30). 

2) Vel. Abschnitt 2. 
a. a. O., und zwar S. 3l. 


22 ff. 





. und zwar 8S. 




















Uber Zookinase. 


Tabelle 1. 
Zookinasegehalt und Alter des Organs. 
(20 ¢ frisch entnommene und in der Maschine zerkleinerte Schweineleber 
sofort und nach Aufbewahrung bei 20° mit 60 ccm 87° jigem Glycerin ver- 
riuhrt und sogleich filtriert; Kathepsinbestimmung mit je 5,0 cem aus den 
ersten Anteilen der Filtrate ausgefiihrt, wie friher angegeben'), jedoch teils 
mit, teils ohne Aktivierung mit H,S; Angaben bedeuten den NH,-Zuwachs 
nach 22 Stunden in cem 0,05-n.) 





Aufbewahrungszeit Aktivitit 
in Stunden mit H,S ohne H,S 
0 0.24 1,82 
p 0.64 i e- 
4 1.04 1,12 
8 1,12 1,12 





Zeitlicher Verlauf der Aktivierung durch Zookinase. 
Nach den Beobachtungen von R. Willstitter und W. Grass- 
mann”) ist die Aktivierung des Papains durch Blausiiure gekenn- 
zeichnet durch einen zeitlichen Verlauf, die maximale Aktivitit 
wird erst nach etwa Istiindiger Eimwirkung des Aktivators auf 
das Enzym erreicht. Bemerkenswerterweise findet man dagegen 
die Aktivierung durch Zookinase nicht sehr abhiingig von der 
Einwirkungszeit (Tab. 2). Dies entspricht den Erfahrungen von 
W. Grassmann®), wonach der Mechanismus der Glutatluon- 
wirkung eimerseits, der HCN- und der H,S-Wirkung andererseits 
zu unterscheiden ist, die letztere nimlich nur auf der Reduktion 
den I[nzympriparaten beigemengter S-S-Verbindungen zu den 
wirksamen SH-Verbindungen beruht. 


rt ¢ 
Tabelle 2. 

Zeitlicher Verlauf der Papainaktivierung durch Zookinase. 
(Aktivierungsansatz: 60 mg Papain, 180 mg Zookinase-Rohpriparat, 10 ccm 
H,O, py = 7; Bestimmungsansatz: 0,40 g Gelatine, 2 Stunden, 30°, px 4,4), 
Gesamtvolumen 20,0 eem; Angaben beziehen sich auf 9,0 com des Ansatzes. 





Aktivierungsdauer NH,-Zuwachs 
in Minuten com 0,05 n. 

(j O40 

1D O46 

20) G5] 

HO) 0.57 

1?Q) O54 





a. a. O., und zwar S. 22ff. 
Diese Z. 138, 184, und zwar S. 192 (1924). 
Z. angew. Chem.. im Druck. 
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Bestimmungsmasse. Zur Kontrolle von Zookinaseausbeute 
und -reinheitsgrad bei der priparativen Reinigung hat als vor- 
liufives Malis die Zookinaseeinheit (Z..x.-[.) bzw. der Zookinase- 
wert (Z.1K.-\W.) gedient. Als Zookinaseeinheit war diejenige 
Aktivatormenge gewihlt, welche 27 mg des angewandten Papains 
(1:80) nach Istiindiger Eimwirkung bei 380° eine Aktivititssteige- 
rung (O,1S ¢ Gelatine, 2 Stunden bei 30° und pra = 4,0) ent- 
sprechend 1,00 cem 0,05 n-NH,-Zuwachs erteilte. Der Zookinase- 
wert gibt) die Anzahl Zookinaseeinheiten in 1 g Préparat an. 
| Zookinaseeinheit entspricht der Wirkung von 3,21 mg Gluta- 
thion; der Zookinasewert des reinen Aktivators ergibt sich danach 
gu Z.K.-W. = $12. 

Tab. 8 veransehaulicht die) unseren Messungen zugrunde 
velesten Beziehungen zwischen Zookinasemenge und Papain- 
wirkung; sie gelten fir em Rohpriiparat des Aktivators, aus alko- 
holischem Leberextrakt durch Fallune mit Ather gewonnen. 


Tabelle 3. 


Aktivatormenge und Aktivierungsleistung. 
or 


lLinstiindive Aktivierung bei neutraler Reaktion; 27 mg Papain; Hydrolyse 
von 0,18 ¢ Gelatine bei 30° in 2 Stunden.) 





(emessene Spaltung Aktivitatssteigerung 
Zookinasemenge semana 
com 0,05 n-NH, 


0) 6-4 — 
28,1 ite 0.48 
no 1.60 0.96 

112, 200 1.36 
229 2 o4 2.00 
$0) ? OS ? O4 





2. Isclierung und Kennzeichnung der Zookinase. 
Verfahren der Reinigung. Die Methode zur Reimigung 
der Zookinase, die wir anwandten, schlieBt sich an das Verfahren 
zur Gewinnung des Glutathions, z. B. aus Hefe oder Leber!), an; 
sie beruht auf der Fallunge des Aktivators aus den Rohl6ésungen 
mit Schwermetallsalzen, als Queeksilber-, Blei- und Cuprosalz. 


') Vol. FG. Hopkins, J. of biol. Chem. 84, 269 (1929); E. C. Ken- 
dall, B. f. Me Kenzie u. H. Ek. Mason, ebenda S84, 657 (1929); N. W. Pirie, 
Piochemic. J. 24, 51 (1929 30). 
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Fur die quantitative Isoherung der Zookinase war die Beobachtung 
wesentlich, dab die Zookinasemenge in den Rohlésungen durch 
Kinwirkung von Schwefelwasserstoff sehr erheblich, z. B. auf das 
Doppelte gesteigert werden kann. Diese Zunahme an Aktivitit 
beruht auf der Uberfahrung der in den Priiparaten vorhandenen 
Disulfidverbindung in die allein wirksame Sulfhydrylform.!) 

Wir veranschaulichen nachstehend schematisch an einem 
Beispiel die Reimigung der Zookinase aus Leber bis zu krystalli- 
sierten Praparaten; die Ausbeute an krystallisiertem Aktivator 
belief sich in diesem auf 96°/, der in den Rohpriparaten gemessenen 
Zookinase. 


Beispiel der Reinivuneg. 
I wun} 


Rohpraparat (Atherfallung des alkoholischen Auszugs aus 2,5 kg Leber). 
40 g mit 355 Z.K.-F. (Z.K.-W. = 8,86). 
-++ Sublimat + Bleiacetat bei py — 5: 


! 
| 


y Y 

Fallung (mit H,S = Mutterl. (mit H,S 
zersetzt)*) 145 Z. —_ zersetzt)*) 210 Z, 
K.-E. (d.i. 419/,) K.-E. (d. i. 59°/5) 
(Z.K.-W. = 35,0) (Z.K.-W. = 5,95) 


-Sublimat bei pp = 39: +. Sublimat bei py = 5: 
| | | 
Y ¥ Y b 
Fallung (mit H,S  Mutterl.(mitH,S Fallung (mit H,S  Mutterlauge (mit 
zersetzt)?) 144 Z. —-_ zersetzt)?)3,75Z. = zersetzt)*) 196 Z. H,S zersetzt)?) 


K.-E, (d. i. 419/,) K.-E. (d. i. 19/9) K.-E. (d. i. 55°/9) ohne Aktivitat 
(Z. K.-W. = 240) (Z.K.-W.=1,0) (Z. K.-W. = 245) 


| 
Y Y 
Vereinigt : 
340 Z.K.-E. (d. i. 96°/)) 
(Z.K.-W. = 243) 


+ Cu,O: 
. ’ 
Cu,O-Fallung (mit H,S zersetzt)*), Cu,0-Mutterlauge 
Filtrat zur Krystallisation ein- ohne Aktivitat 


vedunstet: 1,09 g mit 339 Z. K.-E. 
(d. i. 96°/,) (Z.K.-W. = 312) 


1) Vgl. dazu W. Grassmann, Z. angew. Chem,, im Druck. 
*) H,S im Wasserstrom verjagt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII. 1s 
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Analyse der krystallisierten Zookinase. 
Die Bestimmung des Stickstoff- und des Schwefelgehaltes in 
dem krystallisierten Aktivatorpriiparate entsprach den ftir SH- 
Gilutathion berechneten Werten. 


a) 10,8 mg Substanz (Mikrokjeldahl): 7,3 com n/70-H,SO,; 
b) 10.2. mg Substanz (Mikrokjeldahl): 6,9 com n/70-H,SO,. 


Gef. N a) 13,51°/, b) 13,52°/, Ber. N 13,68. 
10,7 mg Substanz (nach Carius) gaben 30,2 mg BaSQ,. 
Gef. S 10,19°/, Ber. S 10,44°/, 


Vergleich der Aktivierungsleistung von Zookinase, 
Hefe-Glutathion und Cystein. 

Die vergleichende Messung der Aktivitit von krystallisierter 
Zookinase mit der des Glutathions aus Hefe!) ergab  uber- 
einstimmende Werte sowohl gegeniiber Papain wie WKathepsin. 
Wie der Vergleich ihrer Aktivierungsleistung mit der des Cysteins 
in ‘Tab. 4 erweist, scheint fiir die Aktivierung nur die Sulfhydryl- 
cruppe wirksam, der Peptidrest des Glutathions belanglos zu sein; 
man findet die Aktivitét von Glutathion und Cystemn, auf SH- 
Aquivalente bezogen, iibereinstimmend. 


Tabelle 4. 
Aktivitaét von Zookinase, Hefe-Glutathion und Cystein. 
(Angaben bedeuten Aktivitét, ausgedriickt in Z.K.-E. fiir 1 g Praparat baw. 
die 100 mg SH entsprechende Menge desselben.) 





F Menge entsprechend 100 mg SH 
l ¢ gegentiber ioe 
| gvegentiber 
Aktivator 
Papain  Kathepsin Papain Kathepsin 
Zookinase 312 31] IQ() 289 
(;lutathion aus Hefe 31] 307 289 IS5 
Cystein-HC] 600 591 286 282 








Der Deutschen Forsechungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfigung gestellten Mittel. 


') Fiir die Uberlassung des Praparates sind wir Herrn Dr. E. C. Ken- 


) 
dall, Rochester, Minn., U.S.A., zu groBem Danke verpflichtet. 























Einwirkung von Laugen 
auf das Absorptionsspektrum der Eiweifkérper. 


Eine Bemerkung zur Dakinschen Theorie 
der Racemisation und Enolisation der Eiweifkorper. 


Von 


J.Gré6h und M, Weltner, 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem chemischen Institut der kgl. Ungar. Tierdrztlichen Hochschule, Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1991.) 


I. Die Abnahme der optischen Aktivitiit alkalischer Protein- 
J6sungen') wurde durch H. D. Dakin so erklirt *), da®B die asym- 
metrischen C-Atome der Peptidketten durch Enolisation der 
Peptidbindungen ihre Asymmetrie verlieren: 

—NH—CH—CO—NH— <= > —NH—C=C(OH)—NH 
| 


| 
| 


R R 

Laut dieser Auffassung stellen wir uns dieses Gleichgewicht 
und den Racemisationsvorgang etwa so vor, dafi das optisch 
aktive Peptid bei der EKmwirkung von Lauge leicht in die [nol- 
form tbergeht, die Rickbildung aber nicht zur optisch aktiven, 
sondern inaktiven Ketoform filhrt. 

P. A. Kober und W. Eberlein haben durch spektrogra- 
phische Untersuchungen diese Auffassung geprift*), davon aus- 
vehend, daB die durch Dakin angenommene Enolisation der 
Peptidbindungen die Bildung neuer Doppelbindungen, d. h. neuer 
chromophorer Gruppen mit sich bringt, welcher Umstand in einer 
Anderung des Absorptionsspektrums sich fuBern sollte. Diese 
lorscher konnten aber bei Behandlung der Peptide mit Alkali 
keine Anderungen der Absorptionsspektra beobachten und be- 
zweifelten aus diesem Grunde die Richtigkeit der Dakinschen 
Auffassung. 


') A. Kossel u. F. Weiss, Z. physiol. Chem. 59, 462 (1909); 60, 311 
(1909); 68, 165 (1901). 

“) Amer. chem. J. 44, 48 (1910). Vel. noch J. Chem. Soc. London 107, 
439 (1915); J. of biol. Chem. 13, 357 (1912); 15, 263 (1913). 

3) J. of biol. Chem. 22, 433 (1915). 


|s* 
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P. A. Levene und Mitarbeiter untersuchten eine groBe 
Reihe verschiedener Peptide, Ketopiperazine und Proteine.?) 
Was die letzteren anbelangt, fiihrten sie die Versuche so aus, daB 
sie die Proteine in alkalischer Losung (0,2, 1,0 und 5,0 n-NaOH) 
ber 25° C stehen leBen, die zeitweise herausgenommenen Proben 
mit HCl vollstaéndig hydrolysierten und polarimetrisch den Grad 
der Racemisation des erhaltenen Aminosiurengemisches — be- 
stimmten. 

In einer friiheren Arbeit hat einer von uns mit M. Hanak 
die spektrometrischen Untersuchungen der mit Alkali behandelten 
KiweiBl6sungen wieder aufgenommen*) und gezeigt, da die 
Absorptionsspektra des Caseins und [ialbumins in alkalischen 
Losungen (norm. NaOH) bei 100° C eine miachtige Verschiebung 
aufweisen, was wir auf die Dakinsche [Knolisation zuriickfiihrten. 

[I. Wir erginzen nun diese letztere Arbeit mit neuen Beob- 
achtungen. 

Die Versuche fiihrten wir mit Serumglobulin, Serumalbumin, 
Gliadin, Ovalbumin und Casein aus. Aus diesen Eiwei8k6rpern 
bereiteten wir 1°/,ige Lésungen, welche in bezug auf NaOH 0,1, 
0,2, 1,0 oder 2,5 normal waren. Diese Lésungen hielten wir teils 
bei 25° C, teils bei 100°C, entnahmen in gewissen Zeitpunkten 
Proben und bestimmten die Absorptionsspektra derselben mittels 
eines Hilgerschen Quarzspektrographen, welches mit einem Judd- 
Lewisschen Sektorphotometer in Verbindung gebracht wurde. 
Die Extinktionskoeffizienten (¢) berechneten wir nach der Forme! 
I, 


! 
éEé= Tq le ] ’ 


( 


wo c die Konzentration der Eiweibl6sung in Procenten und d 
die Schichtdicke in Zentimeter bedeutet. 

III. Die bei 25° C erhaltenen Resultate sind die folgenden: 

Beim Ovalbumin und Casein fanden wir bei 25°C 
keine Anderung des Absorptionsspektrums weder in 
0,2, noch in 1,0 n-NaOQH-L6sung. Ersteres beobachteten wir 11, 
das letztere 22 Tage lang. 

Bei den ubrigen EiweiBstoffen trat auf Einwirkung der Lauge 
eine EKrhéhung des Absorptionsmaximums auf. Was das Serum- 
globulin anbelangt, ist diese Erhéhung aus der Fig. 1 (Kurven 2, 


1) Vol. P. A. Levene u. L. W. Bass, J. of biol. Chem. 82, 171 (1929) 
und die hier zitierten friiheren Arbeiten. 
2) J. Groh u. M. Hanak, Diese Z. 190, 169 (1930) 
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5) 
wir der Einfachheit halber in der Tab. 1 nur die bei den Ab- 
sorptionsmaxima gemessenen Extinktionskoeffizienten mit. 


} und 4) zu beobachten. Beim Serumalbumin und Gliadin teilen 


Tabelle 1. 





€ beim Absorptionsmaximum 


Serumglobulin in 0,1 n-NaOQH 





sofort nach der Alkalisierung . . . 13,6 
meen SBtwmpeem . wk tl 15,] 
nach 24 Stunden ........ 16,5 
nach 72 Stunden ........ 16,4 
Serumalbumin in 0,1 n-NaOH 
sofort nach der Alkalisierung . . . 11,4 
mach @Stemaenm .....+.4.-. 13,0 
nach 24 Stunden 12,9 
Gliadin in 0,2 n-NaOH 
sofort nach der Alkalisierung . yA 
nach 4 Tagen 738 
nach 9 Tagen Be 
Gliadin in 1,0 n-NaOH 
sofort nach der Alkalisierung . 7.6 
nach § Tagen . 8] 
nach 10 Tagen . 8] 


Wie ersichtlich, zeigt hauptsiachlich das Serumglobulin eine 
sroBe KEmpfindlichkeit gegen die Einwirkung der Lauge. Diese 
Erfahrung scheint mit den Versuchen vonC. Schorr!) inZusammen- 
hang zu stehen, der die Anderung der inneren Reibung alkali- 
sierter Serumglobulinlésungen untersuchte und u. a. zeigte, dab 
die Viseositaét einer Serumglobulinlésung in 0,083/n-NaOQH mit 
der Zeit zunimmt und in 2 Stunden 51 Minuten ein Maximum 
erreicht. Die Erhéhung der Viscositat fallt etwa mit der Erhoéhung 
des Absorptionsmaximums zusammen; ihre nun folgende Ab- 
nahme kann auf eine Hydrolyse zuriickgefiihrt werden. 

Die spektralphotometrisch untersuchten alkalischen Lésungen 
haben wir in jedem Falle nachtriglich mit HCl angesiuert und 
nochmals spektralphotometrisch untersucht. Die so erhaltenen 
Absorptionskurven zeigten eine Erhéhung, die parallel der in den 
alkalischen Lésungen beobachteten verlief. Die Lauge verursachte 
also eine irreversible Anderung des Proteins. Im sauren Medium 
zeigen die Absorptionsspektra der EiweiBkérper keine Veriinde- 
rung mit der Zeit. 


1) Biochem. Z. 37, 424 (1911). 
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IV. Bei 100° erleiden die Absorptionsspektra  simtlicher 
untersuchten EiweiBkorper eine starke Verinderung. Die an 
Serumglobulin erhaltenen Daten teilen wir in den Figg. 1—4 
detailliert mit, wo die Wellenliingen (in my) auf die Abszissen- 
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Fig. 1. Fig. 2. 








Fig. 1. Serumglobulin. Kurve 1 in 0,1 n-HCl, 


2 in 0,1 NaOH sofort nach der Alkalisierung 
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Fig. 2. Serumglobulin in 1,0 n-NaOH. Kurve 1 sofort nach der Alkalisierung 
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die Extinktionskoeffizienten aber als Ordinaten aufgetragen 
Bei den ubrigen Eiweibkorpern geben wir der Einfachheit 
halber nur die Verschiebung der Absorptionsmaxima mit der Zeit 
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Serumglobulin in 2,5 n-NaOH. 
Kurve 1 nach 10 Stunden bei 100° 
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der Lauge (in Stunden) und die Ordinaten die bei den Absorptions- 
maxima gemessenen [ixtinktionskoeffizienten. 

Is ist aus diesen Kurven zu ersehen, daB z. B. in 1,0/n-NaOH 
die Erhéhung des Absorptionsmaximums beim Serumglobulin, 
Serumalbumin und Ovalbumin ein Maximum erreicht, und zwar 
verhiltnismiBig in kiirzester Zeit beim Serumglobulin. Ein Ahn- 
liches sehen wir bei den 2,5/n-NaQH-Loésungen, in welchen wir 
nur beim Gliadin kein Maximum erreicht haben. 

Auch in diesen Versuchsreihen haben wir die untersuchten 
alkalischen Proben mit HCl angesiuert und nochmals spektro- 
photometriert. Aus diesen Ergebnissen teilen wir nur einige mit 
in Fig. 3 (Kkurve 4, 5 und 6). Im allgemeinen andern sich die an 
diesen sauren Lésungen erhaltenen Absorptionskurven paralle! 
mit denjenigen der alkalischen Lésungen. 

Zum Schlub haben wir siimtliche untersuchten EiweiBstoffe 
auch mit 2,5/n-HCl bei 100° hydrolysiert und die zeitweise heraus- 
genommenen Proben spektrophotometriert. Eimige der dies- 
beziiglichen Daten sind in der Fig. 4 dargestellt. (Die iibrigen mit- 
zuteilen halten wir fir iberfliissig.) Wie ersichtlich, ruft die Siure- 
hydrolyse keine Verschiebung des Absorptionsmaximums hervor. 
Auch die Absorptionsmaxima der nachher alkalisch gemachten 
Proben (Fig. 4, Kurve 4, 5 und 6) erweisen sich als beinahe 
konstant. 

V. Wie in unserer friiheren Arbeit (Groh und Hanak, 
a.a.Q.), erkliren wir auch jetzt die Krhéhung der Absorptions- 
maxima der KiweiBkorper bei Einwirkung von Lauge laut der 
Dakinschen Auffassung mit der Enolisation der Peptidbindungen, 
welche mit Bildung neuer Doppelbindungen, d. h. neuer chromo- 
phorer Gruppen einhergeht. Diese Hrhéhung war a priori zu er- 
warten und wurde von P. A. Kober und W. Eberlein (a. a. O.) 
schon im Jahre 1915 erwartet. Wir werden unten sehen, warum 
sie dies nicht gefunden haben. Auch war vorauszusehen, daB die 
Erhéhung des Absorptionsmaximums ein Maximum aufweisen 
muB, weil die enolisierten Peptidbindungen ja durch Hydrolyse 
friiher oder spiiter wieder vernichtet werden miissen. Anderer- 
seits kénnte man auch erwarten, daB sich das Absorptionsmaxi- 
mum bei vollstiindiger Hydrolyse auf einen Wert vermindern 
wird, welcher der Menge der im Eiweif vorhandenen Amino- 
siuren entspricht. Dies war aber nicht der Fall: Das Absorptions- 
maximum ging in keinem Falle so weit wieder zuriick, in den 
meisten Fiillen erhéhte es sich sogar nochmals. Diese zweite 
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Erhéhung (vgl. Fig. 5) miissen wir so erkliren, daB sich bei der 
langdauernden Hydrolyse soleche Nebenprodukte bilden, welche 
eine starke Endabsorption haben und dadurch die ganze Ab- 
surptionskurve aufwirts schieben. 
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VI. Von den EiweiBk6érpern, welche durch Levene und 
Bass (a. a. QO.) und von uns untersucht wurden, sind nur zwei 
cemeinsam, nimlich das Casein und das Ovalbumin. Vergleichen 
wir das Verhalten dieser Proteine in diesen beiden Versuchsreihen, 
so kommen wir auf ein merkwirdiges Resultat. Levene und 
Bass fand z. B., daB in 1,0/n-NaOH bei 25° das Casein in 15 Tagen 
zu $8°/, und das Ovalbumin in 7 Tagen zu 60°), racemisiert wird. 
Wie wir schon erwéhnt haben, zeigt sich aber wiahrend dieser 
Zeit und unter denselben Bedingungen keine Verschiebung im 
Absorptionsspektra dieser EiweiBkorper. Der groBte Teil der 
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Racemisation spielt sich also ab, ohne daB man spektral- 
photometrisch eine Enolisation dieser Eiweibkorper 
beobachten konnte. Dies wird erst bei héherer Tempe- 
ratur modglich, also nur dann, wenn die Racemisation 

nach Versuchen von Levene und Bass — schon fast 
vollendet ist. 

Wollen wir diese Tatsachen mit der in der Einleitung ge- 
schilderten’ Dakinschen <Auffassung in Harmonie bringen, so 
konnen wir dies etwa in folgender Weise tun: Wir teilen dic 
Peptidbindungen des EiweiBmolekiils ganz beiléufig in 2 Gruppen. 
Fir die erste Gruppe, zu der die meisten Peptidbindungen des 
KiweiBmolekiils gehoren, ist charakteristisch, daB sie leicht, d. h. 
schon bei gewOhnlicher Temperatur, racemisierbar sind. Auf dies 
Bindungen beziehen sich also die Levene- und Bassschen Unter- 
suchungen. Bei diesen Peptidbindungen miissen wir den Racemi- 
sierungsvorgang so erklaren, daB die lnolisation relative langsam, 
die Rickbildung der inaktiven Ketoform aber sehr schnell vor 
sich geht. Die Enolform bildet hier also em Zwischenprodukt, 
welches aber in statu nascendi verschwindet und dementsprechend 
spektralphotometrisch nicht nachweisbar ist. Is scheint uns, 
dab diejenigen Peptide, mit welchen Kober und Eberlein 
gearbeitet haben, zu dieser Gruppe gehdren und daher thre 
spektralphotometrischen Untersuchungen negativ ausfielen. Di 
zweite Art der Peptidbindungen kénnte so charakterisiert werden, 
daB die Enolisation noch schwerer, langsamer (gr6Btenteils erst 
bei hoherer Temperatur) vor sich geht, die Umwandlung der 
gebildeten Enolformen (in inaktive Ketoformen) sich aber nicht 
momentan, sondern relativ langsamer als bei der ersten Gruppe 
vollzieht. Die Enolform, welche er auch ein Zwischenprodukt 
bildet, hiauft sich also in diesem Falle an und ihre Anwesenheit 
kann spektralphotometrisch nachgewiesen werden. 

Diese Kinteilung ist naturlich nur eine grobe. Beim Serum- 
elobulin und in kleinerem MaBe auch beim Serumalbumin und 
Gliadin konnten wir auch bei gewohnlicher Temperatur eme 
Enolisation spektralphotometrisch nachweisen. Hier handelt « 
sich also um Ketoformen, welche leicht enolisierbar sind, dabe! 
aber um eine Enolform, die stabiler ist, d. h. sich nicht momentan 


J 


zuruckbildet. 
Leider wissen wir wenig tiber die Menge der Enolbindungen. 
Aus dem oben Gesagten kann man nur schlieBen, daB in unserer 
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Losungen wahrscheinlich nur ein klemer Teil der Peptidbindungen 
in Enolform vorhanden war. Wir versuchten ubrigens die Menge 
der Enolbindungen durch Hydrierungsversuche (in) Anwesenheit 
von Palladium als WKatalysator) in denjenigen Losungen zu be- 
stimmen, welche spektralphotometrisch die grote Menge der 
Enolbindurgen indizierten. Diese Versuche fielen aber negativ 
aus, d. h. es war keine Wasserstoffaufnahme zu beobachten. 


Diese Arbeit wurde der IIL. Ind. der Unearischen Akademie 
der Wissenschaften im der Sitzung am 16. Mirz 1931 vorvelegt. 


Zu besonderem Dank sind wir der Wissenschaftlichen Ge- 
sellschaft Széchenyi verpflichtet, durch deren Unterstutzung 
die Durchfihrung dieser Arbeit ermodghcht wurde. 
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